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Souhrn: Cilem imunoterapie nadorti je ovlivnit pacientiv imunitni systém v pribéhu samotného niddorového onemocnéni
tak, aby doslo k eliminaci ¢i alespoi redukci populace nadorovych bunék. Aktivni imunoterapie se snazi tohoto cile doséh-
nout prostfednictvim aktivni imunizace, tj. terapeutickou vakcinaci. Jeji podstatou je specificka aktivace imunitniho systé-
mu pacienta vhodnou aplikaci nddorovych antigenii, v nejriznéj$ich formach (letidlné ozarené nadorové buiky, nadorové
lyzéty, purifikované proteiny, peptidy, peptidy naloZené dendritické butiky aj.). Dosavadni G¢innost téchto postupt, vyja-
dfend klinickou odezvou, je nizka (3 — 10 %). Sou€asny vyvoj aktivni imunoterapie nadorl se ubird dvéma sméry. Prvnim je
snaha pochopit faktory determinujici klinickou odezvu na terapeutickou vakcinaci nadorti na imunologické a molekularné
biologické trovni, tj. analyzou diferencidlni exprese gent ¢i polymorfismi pfimo v sekvenci genomu. DiileZitym dil¢im cilem
tohoto Usili je pfedpovédét s dostatecnou presnosti klinickou odezvu nadoru pfed zahdjenim vlastni vakcinace. Druhym smé-
rem vyvoje je hledani novych nddorovych antigent, popt. novych vakcinacnich strategii, s vy$si klinickou uspé&S$nosti. Jako
velmi nadéjny nadorovy antigen pro terapeutickou vakcinaci vystupuje v posledni dobé katalyticka podjednotka telomerazy.
Z novych vakcina¢nich schémat na sebe podobné upozoriuje pouZziti komplext peptidl a proteinti tepelného Soku. Jejich tera-
peuticka ucinnost oviem musi byt vymezena rozsahlejSimi klinickymi studiemi. Druhym hlavnim pfistupem protinddorové
imunoterapie je pasivni imunoterapie, jejiZ podstatou je doplnéni imunitniho systému onkologického pacienta ex vivo pfi-
pravenymi a aktivovanymi imunitnimi efektory. Tradi¢nim z4stupcem pasivni imunoterapie je protilatkova lécba, v posled-
ni dobé byly zaznamenany vyznamné klinické aspéchy rovnéz ve dvou oblastech bunécné pasivni imunoterapie — v oblasti
aktivace NK-bunék v rdmci alogenni ¢i haploidentické transplantace hematopoetickych kmenovych bunék pii 1é¢bé nékte-
rych leukémii a v oblasti kratkodobé in vitro expanze/aktivace tumor-infiltrujicich lymfocytt pti 1é¢bé metastazujiciho malig-
niho melanomu. Novym smérem pasivni buné¢né imunoterapie je snaha o cilené zasahy do genti pro T-bunétné receptory
s cilem zvySeni jejich afinity pro nddorové antigeny. Ponékud stranou téchto dvou hlavnich proudi protinadorové imunote-
rapie je 1éCba cytokiny, zejména interleukinem-2 a interferony-o.. Molekularné biologicka analyza expresnich zmén mela-
nomovych bunék v odpovéd na aplikaci IFNo naznacuje, Ze vysledkem interferonové 1é¢by by mohlo byt oslabeni imuno-
dominance nékterych liniové-specifickych antigent, ¢ehoZz by mohlo byt s vyhodou vyuZito v rdmci nésledné terapeutické
vakcinace.

Klicova slova: terapeutickd vakcinace, telomerdza, komplexy peptidll a proteint tepelného Soku, protildtkova lécba,
NK-buiiky, adoptivni transfer tumor-specifickych efektorovych bunék, cytokinova 1é¢ba

Summary: The ultimate goal of tumour immunotherapy is to modulate a patient’s immune system in the course of cancer
disease to the extent of being able to eliminate or at least reduce the tumour load. The active immunotherapy tries to achieve
this goal by active immunization, i.e. therapeutic vaccination. Its underlying principle is a specific activation of the
patient’s immune system by a convenient delivery of tumour antigens of choice, which can adopt a variety of forms (lethally
irradiated cancer cells, tumour lysates, antigenic proteins or peptides, peptide-loaded dendritic cells etc.). Actual efficacy
of these approaches, in terms of an objective clinical response, is quite low (3 — 10 %). Two prominent directions are
appearing in the current development of the active immunotherapy of cancer. The first is an effort to understand the factors
determining the clinical response on a level of basic immunological and molecular biological knowledge, e.g. in terms of
differentially expressed genes or polymorphic information in the genome itself. Important goal of this approach is to predict
with reasonable accuracy the clinical response of a tumour before starting the vaccination. The second direction of the
current development in this field is a search for new tumour antigens or vaccination protocols with improved clinical
efficacy. Telomerase seems to be such a promising new antigen and, likewise, application of vaccines based on complexes
of peptides with heat shock proteins is similarly regarded with hope. Their clinical impact awaits, nevertheless, validation
in larger clinical studies. The second main approach to the tumour immunotherapy, namely the passive immunotherapy,
consists in supplementing the patient’s immune system with ex vivo prepared and activated immune effectors. Traditionally
represented by antibody-based therapies, passive immunotherapy approaches scored recently important clinical successes
for cell-based therapies as well, namely in exploiting natural killer cell activation in frames of allogeneic and haploidentical
blood stem cell transplantation in treatment of some leukaemias, and in adoptively transferred short-term in vitro expanded
autologous tumour infiltrating lymphocytes in treatment of metastasizing malignant melanoma. A new development in
passive cellular immunotherapy is an effort to manipulate the T cell receptor genes to increase their affinity for a tumour
antigen in question. A little removed from these two main immunotherapeutic branches is tumour treatment based on sole
cytokine administration, with the two major cytokines being interleukin-2 and interferons-o. Molecular analysis of genes
activated and repressed by IFN o, treatment of malignant melanoma suggests that this treatment might result in suppression
of some melanocyte-specific immunodominant antigens, which could be exploited with advantage in terms of successive
therapeutic vaccination.

Key words: therapeutic vaccination, telomerase, heat shock protein-peptide complexes, antibody therapy, natural killer cells,
adoptive transfer of antitumour cells, cytokine therapy
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Imunoterapie nadora

Znalost dobfe charakterizovanych nddorovych antigend spo-
lu s diikazem existence pfirozené imunitni odpovédi vici nado-
ru piimo vybizi k hledani strategii jak vyuZit tuto protinddo-
rovou imunity klinicky, tj. jakoZto 1é¢ebnou strategii. Naddorova
imunoterapie maZe byt koncipovana bud jako aktivni, t.zn.
terapeutickd vakcinace, jejimz cilem je vhodnou imunizaci
aktivovat imunitni systém nemocného, nebo pasivni, spoc¢iva-
jici v podévani jiz hotovych efektorovych sloZek, jako jsou
protilatky ¢i aktivované a expandované lymfocyty (1-6). Aktiv-
ni imunoterapie, pakliZe by se ji skute¢né podafilo formulovat
do podoby tc¢inné vakciny, by méla celou fadu prednosti - v pfi-
padg ucinného a Siroce exprimovaného nddorového antigenu
by ji bylo moZno podévat Sirokému souboru pacientt, 1écba
by mohla probihat ambulantné a vzhledem k existenci endo-
gennich regula¢nich mechanismu se ukazuje riziko neZadou-
ci aktivace imunitniho systému, naptiklad v podobé¢ indukce
autoimunity, jako nizké (7). Navic, u tspéSné vakcinace se
predpoklada dlouhodoba imunitni odpovéd, tedy vytvoreni
imunologické paméti, i kdyZ se v dob& velmi neddvné ukéaza-
lo, Ze imunitni pamét miZe byt vysled-

uspéchem? Je tfeba predevSim uvést, Ze se jednd o cil ze samot-
né biologické podstaty zna¢né ambiciozni - aktivovat imunit-
ni systém v pribéhu onemocnéni tak, aby byl schopen toto one-
mocnéni zlikvidovat. Tohoto cile se zatim nepodafilo
dosdhnout ani u virovych onemocnéni, které Casto byvaji uva-
dény jako nedostizny vzor protinddorové aktivni imunotera-
pie, oviem u nichZ se dosaZené tispéchy omezuji na profylak-
tickou vakcinaci, tj. pfed vlastnim onemocnénim, a to je pritom
imunogenicita virovych antigent daleko vyssi neZ je tomu
u nadorovych antigenii. U terapeutické vakcinace nadorQ
k tomu pfistupuje navic celkové zeslabeni imunitniho systé-
mu jak v disledku samotného nddoru, tak v disledku 1éCby
predchézejici vlastni imunoterapii.

O systematicky pohled na problémy aktivni imunoterapie
nadort se ve svém piispévku pokusil Dr. Francesco Marinco-
la (Immunogenetics Section, Department of Transfusion Medi-
cine, Clinical Center, National Institutes of Health, Bethesda)
(Obr.1). Imunitni odpovéd na terapeutickou vakcinaci sestd-
va z nékolika diskrétnich krokt, z nichz kazdy musi probéh-
nout s dostate¢nou t¢innosti, aby mohlo dojit ke klinické odpo-

kem i nékterych zdaftilych protokoli
pasivni imunoterapie. V klinickych
experimentech byla dosud testovédna
celd fada vakcinacnich schémat, které
lze velmi povSechné rozdélit na dvé
skupiny - vakcinace nddorovymi buii-
kami nebo vakcinace pfimo nidoro-
vym antigenem. Nejjednodussi vakci-
ny maji podobu letdln€ ozafené
kratkodobé nadorové bunécné kultury
¢i nddorového antigenu, bud v podobé
celého proteinu nebo pfimo specific-
kého prezentovaného peptidu. Soucas-

Obr. 1. Sled procesii formovani imunitni odpovédi vii¢i nadoru. Nadorovy antigen, at uz ptivodu
endogenné se vyvijejictho nddoru nebo aplikovany v rdmci aktivni immunoterapie, vede nejprve k lokal-
ni odpovédi, nejCastéji v ramci spadovych lymfatickych organti. Zde dochazi k prezentaci antigenu
profesiondlnimi antigen-prezentujicimi buitkami naivnim T-lymfocytim a k diferenciaci jak APC, tak
aktivovanych T-bunék. Intenzita této lokalni odpovédi zdvisi na fadé faktort, jako je imunogenicita
antigenu, cytokinové prostiedi, exprese kostimula¢nich molekul atp., a tyto faktory také urcuji, nako-
lik je lokdlni odpovéd rozvinuta do systemické odpovédi. Pro klinickou protinddorovou odpovéd je
nezbytné, aby se systemickd imunitni odpovéd posléze pfenesla na troveii nadoru. To pfedpoklada
lokalizaci aktivovanych protinddorovych T-lymfocytl v mist€ naddoru a jejich pfimou cytotoxickou
aktivitu vic¢i nddorovym buiikdm, zprostfedkovanou jejich rozeznanim na zakladé exprimovanych
nadorovych antigentl. Bezprostfedni klinickd odpovéd je do zna¢né miry pfedurcena charakteristika-
mi mikroprostiedi kazdého nddoru, na délce klinické odpovédi ve smyslu relapsu ptivodné citlivych
nadort se vedle toho vyznamné podileji faktory imunoeditingu, kdy imunitni systém plisobi jakoZto
selek¢ni prostiedi ristu rezistentnich bunécnych klont, které ztratily ptivodni citlivost napf. v disled-
ku ztraty exprese nddorovych antigentl, poruchy jejich prezentace ¢i aktivace exprese imunosupresiv-

ti takovych vakcin ov§em rovnéZ mize

nich faktort. Upraveno podle ref. 9.

byt vhodné adjuvans, jehoZ tikolem je
atrahovat a aktivovat antigen-prezen-
tujici buiiky; jako na vhodné adjuvans
1ze nahliZet i na nékteré cytokiny, napft.
GM-CSEF ¢i IL-2. Jinou cestou k akti-
vaci prezentace niddorovych antigent
je vakcinovat dendritickymi butikami,
které byly predtim in vitro oSetfeny
tak, aby ve zvySené mife prezentova-
ly cilovy nadorovy antigen, napiiklad
inkubaci s nddorovym lyzatem, nado-
rovym antigenem ¢i pfimo prezento-
vanym peptidem (tzv. peptide-pulsed
dendritic cells), €i transfekci genu pro
nadorovy antigen (1-6). Rada téchto
klinickych studii terapeutické vakci-
nace byla pfed velmi kratkou dobou
predmétem kritického shrnuti, jez
vyustilo v konstatovani velmi nizké
klinické ucinnosti terapeutické vakci-
nace (nicméné je tfeba podotknout, Ze
zuvedeného shrnuti byly vylouceny ty
studie, kdy vakcina¢ni protokol zahr-
noval také nespecifickou aktivaci imu-
nitniho systému cytokiny, takZe vysle-
dek tohoto shrnuti neni zcela
reprezentativni) (7). Toto konstatové-
ni vyvolalo néslednou diskusi o per-
spektivnosti celé této imunoterapeu-
tické strategie (8); podle zdroje
kompilace se klinickd odpovéd na tera-
peutickou vakcinaci udava v rozmezi
od 3% do 10% vakcinovanych paci-
entll. Pro¢ se terapeutickd vakcinace
zatim jen ziidka setkala s klinickym
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ve&di (9). V rdmci soucasnych vakcina¢nich schémat se zd4 byt
relativné schiidné dosdhnout systemické imunitni odpovédi
u vyznamné Casti vakcinovanych pacientd, hlavnim problé-
mem zUstdvd, Ze tato systemickd imunitni odpovéd nenaléza
svou odezvu v odpovidajici klinické odpovédi naddoru. Tym
Dr. Marincoly se pokusil porozumét tomuto poslednimu pro-
blému analyzou diferencidlni exprese genti a polymorfismu
v sekvenci DNA, tedy prostfedky moderni genomiky. Prvni
otdzka znéla - je néjaky rozdil v globdlni expresi genli mezi
individudlnimi metastdzami (vSechny projekty byly feSeny na
modelu maligniho melanomu) odpovidajicimi klinicky na
aktivni imunoterapii a t€mi, u kterych ke klinické odpovédi
nedoslo? U citlivych metastdz doslo v pribéhu klinické odpo-
védi k aktivaci exprese specifické sady gend, zatimco u rezi-
stentnich 16zi Zadnou specifickou genovou expresi nebylo moz-
né prokazat. Tento vysledek je moZno interpretovat v tom
smyslu, Ze mikroprostfedi kaZdého jednotlivého nadoru obsa-
huje determinanty, které rozhoduji o jeho citlivosti viici akti-
vovanym lymfocytim. Nejsou-li tyto determinanty naplnény,
je nador vuci okolni systemické imunitni odpovédi rezistent-
ni. Klinick4 rezistence vici aktivni imunoterapii je tedy v prv-
nifad€ zplisobena nedostate¢nou citlivosti a tedy nikoli mecha-
nismy uniku odpovidajicimi imunoeditingu v pfipadé
spontanni protonddorové imunity (protoZe jinak by rovnéz
u rezistentnich metastiz musela byt prokazatelna specifickd
expresni zména) (10).

Druhd otdzka byla nasledujici - je moZné identifikovat geny,
jejichz exprese pred vlastni vakcinaci bude prediktabilni pro
néslednou klinickou odpovéd c¢i rezistenci? Odpovéd Dr.
Marincoly zni ano - srovnanim expresniho profilu metastiz
pozdéji klinicky odpovidajicich a klinicky rezistentnich bylo
identifikovano 33 genil, jejichZ expresni profil kolektivné urcu-
je pozdgjsi klinickou odpovéd; asi polovina z téchto gend,
u nichZ je zndma jejich funkce, k6éduje proteiny pfimo impli-
kované v imunitni a z4nétlivé odpovédi, coZ opét hovorii ve
prospéch piedesle naznac¢eného principu, Ze mikroprostredi
kaZdého jednotlivého nddoru ma v sobé jiZ v okamZiku zah4-
jeni vakcinace zakédovanu pozdéjsi klinickou odpovéd (10).
Otézka tfeti - 1ze na molekularni drovni charakterizovat tilohu
IL-2 jakoZto adjuvans terapeutické vakcinace? Uloha IL-2
v regulaci imunitni odpovédi je totiZ zna¢n€ komplexni; na
jedné stran€ plsobi jako prominenti riistovy faktor T-lymfo-
cytl a NK-bungk, ktery je nepostradatelnou soucasti veske-
rych kultivaénich médii pouZzivanych pro jejich in vitro expan-
zi a aktivaci, na druhé stran€ mySi nesouci mutace v genu pro
IL-2 ¢i v genech kédujicich jeho receptorové podjednotky trpi
generalizovanou autoimunitou ( a nikoli imunodeficienci, jak
by na zéklad¢ in vitro kultivace bylo moZno soudit) (11, 12).
Reseni tohoto imunologického paradoxu pravdépodobné pied-
stavuji vySe zminéné regula¢ni T-lymfocyty (CD4*CD25%) -
CD25 predstavuje o-podjednotku receptorového komplexu
pro IL-2, nutnou pro vysoce afinitni vazbu ligandu, a IL-2 je
nepostradatelny pro vyvoj této bunécné populace, odkud pra-
meni ziejmé jeho tolerizacni tcinek (11).

IL-2 se ovSem ukdzal jako faktor vyznamné zvySujici imunit-
ni i klinickou odpovéd na terapeutickou vakcinaci a ve svétle
jeho spiSe toleriza¢niho tGcinku neni lehké porozumét, proc
tomu tak je. Odpovéd vzesla opét z analyzy diferencidlni expre-
se genll a zjistilo se pfitom, Ze vSechny geny aktivované IL-2
v ramci aktivni imunoterapie hraji tlohu v procesu aktivace
monocytl a makrofagli. Tedy makrofdgy a monocyty, a niko-
li lymfocyty, jsou onim bunéénym typem stojicim za terapeu-
tickym efektem IL-2 v rdmci vakcina¢nich protokolil a tento
ndlez hovofi ve prospéch vyznamu lokalniho zanétu pro kli-
nickou odpovéd nadoru.

Poslednim diskutovanych projektem skupiny Dr. Marincoly,
o némZ na konferenci referovala Dr. Wangov4, byla analyza
DNA-polymorfismu jakoZto klice k deSifrovani vysledku pro-
tinddorové imunitni odpovédi. Otazka pfitom znéla - do jaké
miry je klinickd odpovéd nddoru vysvétlitelna faktory nado-
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rové heterogenity a specifického mikroprostiedi kazdého nado-
ru a do jaké miry je naopak uréena rozdily na trovni genomu?
Zminény projekt vychézel z pozorovani velmi odli§né odpo-
védi na terapeutickou vakcinaci peptidem gp100,(9.517 (jeden
z klasickych melanom-asociovanych antigend) v kombinaci
s IL-2, pro néjZ byla v jedné studii zaznamenana velmi dobra
systemickd imunitn{ i klinickd odpovéd v bélo$ské populaci
a prakticky Zadna odpovéd v Cinské populaci. Z vakcinova-
nych pacienti obou populaci byly izoloviny mononukleary
periferni krve, které jednak poslouzily jako zdroj DNA pro
analyzu typu SNP (single nucleotide polymorphism) (13), jed-
nak byly dale kultivovany v pfitomnosti IL-2 a vyuZity jako
zdroj RNA pro analyzu transkripéniho profilu na cDNA mic-
roCipu a zdroj proteint pro proteomickou analyzu. U obou
populaci 1ze najit jasné rozdily v genech aktivovanych IL-2
jak na trovni transkripce, tak na drovni proteomu, a v soucas-
nosti jsou tyto rozdily korelovény s polymorfismem v sekven-
ci DNA. Nalezeni funk¢nich a regulacnich polymorfisma
v sekvenci pfisluSnych gent a jejich promotoril ve vztahu
k odli§né aktivaci interleukinem-2 nepochybné vyznamné
posune nase pochopeni imunomodulacniho tG¢inku tohoto
cytokinu, a to jak v rdmci aktivni protinddorové terapie, tak
i nad jeji rAmec v oblasti obecné imunologie. Zjevnym cilem
v oblasti terapeutické vakcinace nadori je najit takové poly-
morfismy v DNA, které by byli prediktabilni pro pozdé;jsi imu-
nitni a klinickou odpovéd. To by umoznilo 1épe selektovat
pacienty podrobujici se aktivni imunoterapii a zvysit tak efek-
tivitu celého tohoto terapeutického piistupu.

Bylorovnéz formulovano nékolik imunologickych strategii, jak
zvySit ucinnost terapeutické vakcinace. Jednou z moZnosti je
soucasné s vakcinaci provadét blokovani negativnich regulac-
nich mechanismt zodpovédnych za udrzovani imunologické
tolerance. Jedna se napiiklad o pouZiti blokujicich protilatek
vii¢i CTLA-4 (povrchova molekula aktivovanych T-lymfocy-
th, kterd interaguje s kostimula¢nimi molekulami B7-1 a B7-2
a vysledkem této interakce je velmi silny negativni signél doru-
¢eny T-lymfocytu) (14), ¢i o neutralizaci CD4*CD25" regulac-
nich T-lymfocyt prosttednictvim o.-CD25-neutralizaéni proti-
latky (problematicka strategie, ponévadz CD25 je exprimovan
rovnézna aktivovanych efektorovych T-lymfocytech) nebo far-
makologicky (5). Pro ani jednu z t€chto moZnosti nejsou k dis-
pozici odpovidajici klinické studie, 1ze ov§em predpoveédet, Ze
jednim z problému bude riziko obecné autoimunni aktivace.
Jinou z moZnosti je pouZit pro vakcinaci peptidy, do jejichz
sekvence byly zaneseny cilené aminokyselinové substituce,
které zvySuji jejich afinitu viici prezentujicim HLA-moleku-
1am (6). Konecné, je také nutné uvazovat o nové generaci nado-
rovych antigeni, které se vedle vysoké specificity exprese
vyznacuji rovnéZ ptimou funkci v procesu nddorové transfor-
mace; lze predpokladat, Ze nadorové buiiky nebudou schopny
reprimovat expresi takovych antigent do té miry, jak to bylo
napfiklad popsno ufady tumor-asociovanych antigenu. Pres-
toZe mechanismy Gniku nehraji zfejmé Zadnou vyznamnou roli
v prvotni rezistenci nddoru vici imunoterapii (viz vy$e), v pri-
béhu samotné imunoterapie se zcela jisté¢ dostavaji ke slovu
a projevuji se relapsem a rezistenci ptivodné citlivych nadori
(4). Jednim z té€chto novych tumorovych antigent, jehoZ imu-
noterapeutické vyuZiti by timto nebezpecim nemélo byt zati-
Zeno, je telomerdza, a prvni klinické vysledky s terapeutickou
vakcinaci prezentoval na konferenci Dr.Gustav Gaudernack
(Section of Immunotherapy, Institute for Cancer Research, The
Norwegian Radium Hospital, Oslo).

Telomerdza jako nddorovy antigen nové generace
Telomeréza piedstavuje komplexni ribonukleoprotein schopny

aktivniho prodluZovani konct chromozomi - telomer, a timto
zptisobem udéluje buiice imortalizovany fenotyp. Bunécna
imortalizace je dileZitou a stabilni souc¢asti nadorové transfor-
mace a ektopicky exprimovana telomeraza je schopna koope-
rovat s buné¢nymi a virovymi onkogeny v procesu transforma-



ce lidskych bunék in vitro. Telomerdzovy komplex sestiva
z n€kolika podjednotek, z nichZ jako limitni vystupuje kataly-
tickd podjednotka - hTERT (human telomerase reverse transc-
riptase). Aktivace exprese této reverzni transkriptizy je naléza-
nave shruba 85 % klinickych nidort, vedle toho v germinélnich
burikdch a na podstatn€ niZsi Grovni v bazalni vrstvé keratino-
cyt, kmenovych butikich a aktivovanych lymfocytech (15).
Telomeriza je cilem vyvijené protinddorové terapie nejen ve
smyslu imunoterapie, ale samozrejmé téZ ve smyslu farmako-
logickych inhibitoril. U farmakologického blokovéani ovsem st4-
le ziistavaji pochybnosti ohledné moZnych toxickych ucinkt na
zminéné normdlni telomeraza-pozitivni buriky, zatimco imu-
noterapie se v tomto ohledu zd4 velmi nddorové-specifickd; niz-
ka exprese v kmenovych burikich ziejmé vylucuje, aby se tyto
buriky, vzhledem k nizké aktigenni denzité, staly citlivé vici pii-
slusnym cytotoxickym T-lymfocytiim, a germindlni buiiky zase
viibec neexprimuji HLA-geny L.tfidy, se stejnym efektem. Bylo
prokazano, Ze h\TERT-protein je procesovan a odpovidajici pep-
tidy prezentovany nejroz$ifenéjSimi class I HLA-alelickymi
variantami - HLA-A2, - A3 a-A24, arovnéZ, coZz miZe byt dille-
zité z hlediska dlouhodobé imunitni odpovédi, HLA class II-
prezentacni drahou (HLA-DR7). CD8* CTL specifické pro
nékolik hnTERT-peptida byly izolovany z periferni krve a po in
vitro aktivaci byly schopné lyzovat celou $kdlu nadorovyczh
bunéénych linii, rovnéz byly izolovany odpovidajici CD4*
pomocné T-lymfocyty. Z této teoretické prace vyplynulo, Ze
telomeraza vystupuje jako efektivni a univerzalni nddorovy anti-
gen (16).

Dr. Gaudernack prezentoval pfedbézné vysledky norsko-§vy-
carské klinické studie terapeutické vakcinace hTERT-peptidy
unemocnych s neoperovatelnym karcinomem pankreatu (bez
pfedchozi chemoterapie), nemalobunécnou rakovinou plic
a malignim melanomem. K vakcinaci byl pouZit pér z ¢asti
identickcyh peptidi - delsi peptid predstavoval HLA class II -
epitop pro indukci pomocnych T-lymfocyti, z né¢ho odvoze-
ny kratsi peptid byl selektovan pro vazbu s HLA molekulami
L.tfidy pro indukci cytotoxickych T-lymfocytd. Peptidy byly
aplikovany intradermdlné soucasné¢ s GM-CSF (pro aktivaci
dendritickych a Langerhansovych bunék) v reZimu 1., 2., 3.,
4.,6.210. tyden. Uvedeny vakcina¢ni reZim byl schopen vel-
mi efektivni aktivace imunitni odpovédi (indukce pomocnych
a cytotoxickych T-lymfocytl byla zaznamenéna u 80 % paci-
entt) a prvni vysledky naznacuji velmi slibnou klinickou odez-
vu - v prvni malé sérii pacientl se objevilo nékolik komplet-
nich a ¢astecnych klinickych odpovédi u vSech tfi nddorovych
kategorii. Aktivovana imunitni a klinickd odpovéd byly pfi-
tom nezavislé na HLA-alelické konfiguraci, coZ potvrzuje dfi-
véjsi vysledky Siroké prezentace telomerdzovych peptidd
napfi¢ HLA-alelickym spektrem. Podafilo se rovnéZ optima-
lizovat davku peptidu pro vakcinaci; ukdzalo se totiZ, Ze vysled-
kem prili§ vysoké davky peptidu je anergie T-lymfocytd, prav-
dépodobné v disledku nadmérného aktivacniho signalu.

Vakcinace bunéénymi komplexy peptida a proteini tepelného
Soku

Nevyhodou béZnych vakcina¢nich strategii tak, jak byly popsa-
ny az dosud, je, Ze se jednd o do zna¢né miry neselektivni
postup ve vztahu k jednotlivym nddorGim, ktery neptihliZi k uni-
katnim molekularnim vlastnostem kazdého jednotlivého nado-
ru. Tyto neselektivni strategie musi byt nutné zaloZeny na
tumor-asociovanych antigenech, tedy pfevazn€ norméalnich
bunécnych proteinech koexprimovanych ve vyznamném podi-
1t nddort dané nddorové kategorie. Tato strategie s sebou nese
dvé zakladni nevyhody. Jednak vzhledem k tomu, Ze tyto pro-
teiny nejsou nijak funk¢éné implikovany v procesu nadorové
transformace, pfedstavuje utlumeni jejich exprese jeden z pii-
hodnych mechanismi tniku niddorovych bunék pred imunit-
nim atakem, jednak, jelikoZ se jednd o t€lu vlastni normalni
proteiny, 1ze vychézet z toho, Ze imunitni odpovéd vici nim
bude zatiZena soucasné probihajicimi mechanismy tolerance

a jejich imunogenicita bude tudiZ pomérné slaba. Jiz z klasic-
kych experimentl transplantace nadort vyplyva, Ze vétSina
nadorid vlastni silné imunogenni determinanty, které jsou
ovSem specifické pro kazdy individuélni nador a které podle
v$eho odpovidaji tumor-specifickym antigentim, tj. mutova-
nym proteinim kauzaln€ implikovanym v etiologii daného
nadoru (2). Z hlediska nadoru tudiZ nebude lehké tyto geny
expresné vypnout a vzhledem k tomu, Ze se jedné o nové pro-
teinové sekvence vzniklé mutacemi piivodnich gent, mecha-
nismy imunologické tolerance vii¢i nim nebudou zfejmé aktiv-
ni. Unikatni kombinace téchto specifickych antigennich
determinant v kaZzdém nadoru ovSem vylucuje béZné vakci-
nacni postupy, napf. peptidy ¢i peptidem naloZenymi dendri-
tickymi butikami. Objevila se ovSem nova vakcinacni strate-
gie, kterd by mohla byt zaméfena prave vici témto unikatnim
tumor-specifickym antigenim, a to vakcinace komplexy pep-
tidd a proteint tepelného Soku (HPC-PC - heat shock protein-
peptide complexes).

Proteiny tepelného Soku totiZ vedle své klasické funkce mole-
kuldrnich chaperonti v procesu sbaleni proteinu do spravné
sekundarni a tercidlni struktury maji jeSté dalsi specifickou
funkci v procesu aktivace imunitniho systému, a sice jako tran-
sportéry peptidl. V cytoplazmé kazdé buiiky byly detekova-
ny komplexy téchto proteinti s antigennimi peptidy; predpo-
klada se pritom, Ze dojde-li ve tkdni k bunécné lyze, jsou tyto
komplexy uvolnény do prostiedi a ndsledn€ interaguji se spe-
cifickymi receptory na povrchu profesiondlnich antigen-pre-
zentujicich bunék, predev§im dendritickych bunék. Dosud bylo
popsano nékolik receptori pro HSP-PC, zejména CD 14, CD91
a receptory Toll-like rodiny, pfedev§im TLR2 a TLR4. Tato
interakce vede k endocytdze komplexi, ovsem nasledované
class I -prezentacni drahou (crosspresentation). Takto dopra-
vené peptidy jsou nédsledné vystaveny na povrchu APC v kom-
plexu s MHC glykoproteiny L.tfidy a mohou tak nastartovat
aktivaci cytotoxickych CD8* T-lymfocyti. HSP-PC zastdva-
ji kromé tohoto transportu peptidii dal$i vyznamné imunomo-
dula¢ni funkce, zejména aktivuji diferenciaci dendritickych
bunék (a tedy zvySeni exprese kostimula¢nich molekul) a sou-
Casné jsou schopny pfimou vazbou aktivovat NK-buiiky. HSP-
PC tedy aktivuji vyhradné buné¢nou imunitni odpovéd (17).
Proteiny tepelného Soku ptedstavuji z biochemického hledis-
ka dosti heterogenni skupinu, zahrnujici nejméné 5 proteino-
vych rodin, vyraznég se li§icich ve svych imunogennich vlast-
nostech; nejvetsiimunogenicitu vykazuji peptidové komplexy
hsp-proteinit Hsp 70 a gp 96. HSP-PC svym sloZenim, tedy
zastoupenim jednotlivych peptidli, vZdy odrdZeji antigenni
vlastnosti bunék, ze kterych jsou izolovany. Izolace HSP-PC
znédort tedy poskytuje cestu k unikdtnim tumor-specifickym
antigennim peptidim a vzhledem k jejich shora naznacené
funkci 1ze HSP-PC komplexy izolované z chirurgicky odstra-
néného nidoru pfimo pouZit jakoZto protinddorovou vakcinu
(18). Své zkuSenosti s timto zpiisobem vakcinace na konfe-
renci prezentoval Dr. Giorgio Parmiani (Unit of Immunothe-
rapy of Human Tumors, Instituto Nazionale per lo Studio e la
Cura dei Tumori, Milan).

Dr. Parmiani prezentoval vysledky dvou malych klinickych
studii, jedné zaméfené na maligni melanom a druhé na do jater
metastazujici kolorektélni karcinom. Ve vSech pfipadech byly
k vakcinaci pouZity peptidové komplexy s proteinem tepelné-
ho Soku gp96, izolované z chirurgicky odstranéného nadoru
aaplikované intradermdlng, bud samostatné nebo, u jedné sku-
piny pacientd s malignim melanomem, spole¢né s GM-CSF
(s cilem aktivace dendritickych bunék) a interferonem-o.
(s cilem zvySeni exprese HLA molekul I. t¥idy). Ve vSech pfi-
padech se podatilo dosdhnout vyznamné systemické protina-
dorové imunity; vzhledem k tomu, Ze v tomto pfipadé€ nezna-
me specificky antigen, je nutné pfijmout speciilni postupy
kvantifikace této systemické imunitni odpovédi - kvantifika-
ce se v tomto piipadé€ provadéla na zédkladé schopnosti lymfo-
cytl periferni krve lyzovat nddorové butiky urcitého repre-
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zentativniho panelu nddorovych bunéc¢nych linii. Celkovad doba
preziti byla signifikantn€ vyssi u pacienti odpovidajicich na
vakcinaci systemickou imunitou ve srovnani s pacienty, u nichZ
této systemické odpovédi dosaZeno nebylo; u skupiny pacien-
th s kolorektalnim karcinomem bylo moZné toto odliSeni pro-
vést na velmi silné hladin€ vyznamnosti (p<0,0001), u malig-
niho melanomu tak impozantni hladiny vyznamnosti dosazeno
nebylo (p<0,01). Stejné jako u jinych pfistupil terapeutické
vakcinace nebylo moZné ani zde korelovat systemickou imu-
nitni a klinickou odpovéd nadoru. Za zminku stoji rovnéZz sku-
tecnost, Ze ve vSech piipadech pozitivni odpovédi na vakci-
naci byla prokdzdna aktivace protinddorovych CTL
i NK-bunék.

V literatufe je moZné najit nékolik dalSich koncepcné podob-
nych klinickych studii terapeutické vakcinace HSP-peptido-
vymi komplexy, se srovnatelnymi vysledky. Randomizovana
studie faze III v soucasnosti probihd u melanomu a karcinomu
ledviny a jeji vysledky lze ocekavat s velkym zdjmem. Zie-
telnou nevyhodou tohoto zptisobu vakcinace je ovSem naprosta
zévislost na vstupnim vzorku odoperovaného nadoru, a to jak
v kvantitativnim slova smyslu (k pfipravé HSP-peptidovych
komplext je nutnd urcitd miniméalni velikost nddoru, aspoi 1
az 5 g, 1épe 10 g, vakcinace konci vycCerpanim tohoto jedno-
razov€ pripraveného mnoZstvi HSP-PC), tak kvalitativné
(nador by mél byt naptiklad prost rozsihlejsi nekrézy, pro-
blémy s pfipravou HSP-PC mohou ¢init rovnéZ nadory ze tka-
ni se zvySenym obsahem protedz jako je naptiklad karcinom
Zaludku ¢i pankreatu) (18). MoZné feSeni téchto problému
nacrtl ve svém prehledu Milani et al., a to Ze by bylo moZné
sestavit pro kazdou nddorovou kategorii urcity antigenné repre-
zentativni panel nddorovych bunéénych linii a ty by pak pied-
stavovaly potencidlné nekone¢ny zdroj HSP-peptidovych
komplext pro vakcinaci (17). DimysIné rozvinuti této strate-
gie zminil v diskusi Dr. Parmiani - podafilo-li by se sestavit
tento reprezentativni panel nddorovych bunécnych linii, bylo
by je moZné stabilné transfektovat modifikovanymi genovy-
mi konstrukty Asp-geni, které by umoZznily sekreci HSP-PC
do kultiva¢niho média, coZ by ohromné usnadnilo pfipravu
odpovidajici vakciny. Zda se tudiz, Ze v této oblasti protina-
dorové terapeutické vakcinace 1ze v budoucnosti o¢ekavat fas-
cinujici vyvoj.

Pasivni imunoterapie

Terapeutickd vakcinace predstavuje zdkladni smér aktivni
protinddorové terapie. Druhou moZnou cestou je pasivni imu-
noterapie, pfi které dopliiujeme pacientilv imunitni systém
jiZ hotovymi ex vivo pfipravenymi a aktivovanymi efektoro-
vymi mechanismy. Z hlediska humordlni imunity pfichaze-
ji v tivahu jako snad nejzndmé;jsi predstavitelé pasivni imu-
noterapie monoklondlni protilatky, z nichZ nékolik ziskalo
postaveni standardnich schvalenych 1é¢iv. Postaveni proti-
latek v nddorové imunologii obecné je ov§em zahaleno fadou
otaznikil. Z hlediska mechanismu ucinku si Ize pfedstavit
dvoji typ plisobeni - plisobeni zaloZené na imunologickych
mechanismech a piisobeni zaloZené na blokovéni a nasledné
funk¢ni neutralizaci povrchovych signdlnich molekul. Imu-
nologické mechanismy si Ize v podstaté pfedstavit trojiho
druhu - aktivaci komplementu, aktivaci tzv. na protilatkdch
z4avislé bunécné cytotoxicity (ADCC - antibody dependent
cellular cytotoxicity), jejiZ podstatou je vazba Fc-receptorti
a néslednd aktivace specifickych efektorovych bunécnych
populaci, zejména NK-bunék a makrofagu, ¢i konecné za tie-
ti aktivaci idiotypické regulacni sité (14). Protilatky proti
nadorovym antigentim jsou stabilni soucasti séra onkologic-
kych pacientll, ostatné metodika identifikace nddorovych
antigenl screenovanim expresnich knihoven sérem onkolo-
gickych nemocnych (SEREX) jiz byla n€kolikrat zmin€na.
Z4dné zjevné lytické ptisobeni téchto protildtek na nadorové
buiiky in vivo ov§em nikdy nebylo prokazano, piestoze in vit-
ro po pfidani heterologniho komplementu mazZe byt tento

130 KLINICKA ONKOLOGIE 18 4/2005

efekt docela snadno pozorovén (2). Vyhranén€ humoralni typ
imunitni odpovédi vii¢i nddoru Ize povaZovat za prognostic-
ky spiSe Spatné znameni, ponévadz tento typ imunitni odpo-
védi predpokladd polarizaci pomocnych T-lymfocytl ve smé-
ru subsetu Th2, coZ s sebou automaticky nese potlaceni
diferenciace ve sméru subsetu Th1, ktery je kriticky vyznam-
ny pro rozvoj bunééné imunitni odpovédi, jejiZ misto v pro-
tinddorové imunité je na rozdil od protildtek nezpochybni-
telné (19).

Kromé strategii zaméfenych na imunologické poptipadé sig-
nélné-blokujici mechanismy lze afinitu protilatek viici povr-
chovym nadorovym antigenim vyuZit jesté jednim zpulso-
bem, totiZ jakoZto prostiedku transportu cytotoxickych
substanci do bezprostfedni blizkosti nadorové buiiky. V tom-
to pripadé se ovSem nepouZivaji zpravidla protilatky v té
podobé, jak se vyskytuji in vivo (tzn. tetramer dvou lehkych
advou tézkych fetézctl), nybrz metodikou rekombinanti DNA
se ve vhodném usporadini kombinuji genové useky odpovi-
dajici antigen-vazebnym doméndm (tzv. single-chain anti-
body). Na tyto molekuly je potom moZné konjugovat napf.
radioaktivni izotop, rostlinny toxin nebo cytostatikum. Obec-
nym problémem protildtkové 1€¢by je u pevnych nadora pfi-
stupnost bunék lokalizovanych uvnitf nadoru. Zfejmé nej-
snadnéj$i bude proto uplatnéni protilatkové 1é¢by bud ve
stddiu minimalni rezidudlni nemoci u pevnych nddort, ane-
bo pfi 1é¢be leukémii (1).

Bunécné pasivni imunoterapie rovnéz prosla svym vyvojem
a jejim klasickym klinickym ptikladem je vyuZiti tzv. LAK-
bunék (lymphokine activated killers). Jedna se o heterogenni
populaci lymfocyta periferni krve aktivovanych kritkodobou
kultivaci v pfitomnosti interleukinu-2 a poté zpétné aplikova-
nych pfislu§nému pacientovi. Uvedeny postup vedl v nékte-
rych pripadech ke klinické odezvé u pacientli s melanomem
a karcinomem ledviny, tento vysledek ve ov§em nepodafilo
potvrdit v §ifeji koncipovanych klinickych studiich a celd tato
strategie byla v podstaté opuSténa. MoZné imunologické
vysvétleni fenoménu LAK-bunék je v zasadé dvoji - jednak
aktivace NK- a NK T-bunék, jednak aktivace cytotoxickych
T-lymfocyti (IL-2 pfedstavuje moZny kostimulacni signél pro
aktivaci CTL a bylo prokdzéano, Ze tumor-infiltrujici lymfo-
cyty nabyvaji schopnosti lyzovat nddorové buriky aZ po néko-
likahodinové kultivaci v pfitomnosti IL-2) (1, 20). Heterogenni
povaha LAK-populace ovS§em dosti zt€Zuje imunologickou
analyzu tohoto fenoménu.

Klinicky vyznamnym pfikladem bunécné antigen-nespeci-
fické pasivni imunoterapie je alogenni, resp. haploidentickd
transplantace kostni dfené€ ¢i hematopoetickych kmenovych
bunék pfi 1é¢bé celé fady zhoubnych onemocnéni krevnich
bunék. Vykazuji-li darce a ptijemce transplantatu alelické roz-
dily v HLA-genech, zejména L.tfidy, pak to miZe vést jednak
k odhojeni transplantétu tak, jako u tranplantaci vSech ostat-
nich orgdnil, nebo, specificky v pfipadé¢ transplantace kme-
novych bunék krvetvorby, k reakci nové zrekonstruovaného
imunitniho systému proti somatickym butikdm piijemce trans-
plantétu (graft vs. host disease - GVHD - reakce $tépu proti
hostiteli). Tato reakce predstavuje na jedné strané vyznam-
nou klinickou posttransplantacni komplikaci, ov§em podafi-
li se ji pfekonat, sniZuje se vyrazné riziko pozdéjsiho relapsu
leukémie (tzv.efekt graft vs. leukaemia - GvL). Toto zprvu
empirické pozorovani se vysvétluje tak, Ze imunitni odpovéd
nové zrekostruovaného imunitniho systému na bdzi kmeno-
vych bunék dérce transplantatu aktivovand alelickym rozdi-
lem v HLA-genech se také zamétuje proti rezidualnim leuke-
mickym bunikdm, které preZily chemo- a radioterapii
predchazejici vlastni transplantaci. Dvé bunécné populace
jsou zfejmé z hlavni ¢asti odpovédné za GvL-efekt - aktivo-
vané T-lymfocyty a NK-buiiky. Z hlediska CTL je GvL-efekt
vysvétlovan tak, Ze vysledkem alelickych rozdill v prezen-
tujicich HLA glykoproteinech je odlisné spektrum prezento-
vanych peptidii polymorfnich vnitrobuné¢nych protein, kte-



ré se oznacuji jako tzv. minoritni histokompatibilni antigeny
(4, 20). Co se tyce NK-bunék, pravé jejich vyznam je v sou-
Casnosti predmétem bedlivé analyzy a teoreticky zéklad jejich
vyuziti pro GvL-efekt poskytla obecn€ imunogeneticka pied-
naska, kterou na konferenci proslovil Dr. John Trowsdale
(Immunology Division, Department of Pathology, Universi-
ty of Cambridge).

Pro biologickou aktivaci NK-bunék jsou kliové receptory pro
MHC glykoproteiny L.tfidy; u €lovéka jsou tyto receptory kodo-
vany tzv. KIR-geny (killer immunoglobuline-like receptors),
pfi¢emzZ interakce s odpovidajicim HLA class I-ligandem pted-
stavuje pro NK-buriku prominentni negativni signél (tato kon-
cepce aktivace NK-bunék se oznacuje jako ,,missing self*).
Vedle t€chto inhibi¢nich receptort jsou k dispozici rovnéZz akti-
vacni KIR, plati ovSem, Ze kaZzda NK-burika exprimuje urcity
inhibicni receptor a Ze jim doruceny negativni signdl dominu-
je i v pripadé soucasného aktiva¢niho signalu. Na genetické
urovni vykazuji HLA-geny i KIR-geny fadu pozoruhodnych
paralel. V obou piipadech jsou geny uspotfddiny do velkych
genovych clusterd - HLA-komplex na chromozomu 6p21 a LCR
(leukocyte receptor complex), jehoZ sloZkou je KIR-podkom-
plex, na chromozomu 19q13. V obou ptipadech doslo ke znac-
né diverzifikaci jak poctu gent, tak na trovni alelické boha-
tosti. Z evolucniho hlediska se zd4, Ze tyto aspekty se béhem
evoluce vyvijely opakované a nezévisle - srovnini napf. ¢lo-
véka a mySi neumoZiiuje kupf. dedukovat ortologni geny pro
MHC geny I.tfidy (neexistuje Zadna sekvencni homologie, kte-
r4 by umozZnila pfifadit HLA-A, -B a -C k my$im H-2K, -D
a-L geniim) a jeSté o poznani vétsi druhova specificita existu-
je u KIR-gent. Tyto geny jsou u mysi pfitomny jen rudimen-
tarn€ a jejich funkci plni strukturné odli$né geny rodiny Ly-49
- to je dikazem rychlé evoluce obou genovych sestav. Podstatné
je rovnéZ, Ze HLA- a KIR-geny spolu na nékolika urovnich
funk¢né interaguji. Naptiklad na genetické trovni byla proka-
zana epistaze (tj. interaktivni, nikoli aditivni piisobeni) v gene-
tické etiologii komplexni imunitnich fenotypt, jako je napf.
progrese AIDS a psoriaticka artritida (21, 22).

Na trovni vyvoje imunitniho systému a z hlediska vysvétle-
ni GvL-efektu je kliCovy jiny typ interakce. Jde o to, Ze ale-
lick4 sestava HLA-gent L.tfidy diktuje to, které konkrétni KIR-
geny budou klondlné exprimovany NK-butikami tak, aby byla
naplnéna koncepce ,,missing self”. Jinymi slovy, populace
NK-bunék kazdého jedince sestava z klonil, z nichZ kazdy
exprimuje urcitou typickou kombinaci KIR-gen, které sou-
borné dorucuji negativni signdl pfi interakci s pfitomnymi ale-
lickymi variantami HLA-glykoproteint I.t¥idy - timto zptso-
bem je zaji$téna tolerance na tirovni NK-bunék (23). A odtud
prameni vysvétleni icasti NK-bun€k v GvL-reakci. Alelicky
rozdil v HLA-genech Ltfidy (zejména HLA-B a HLA-
C genech) mezi piijemcem a darcem transplantétu, je-li tako-
vé povahy, Ze NK-buriky darce nejsou inhiboviny HLA-gly-
koproteiny piijemce, vede k aktivaci NK-bunék. Tato aktivace
jezdavodi, které nejsou dosud uspokojiveé vysvétleny, zamé-
fena predevsim viic¢i krevnim butikdm pfijemce (a nikoli ostat-
nim somatickym buitkdm jako je tomu u T-lymfocytt s vysled-
kem GvHD). To ma nékolik dasledkt. Za prvé se tim pfimo
vysvétluje GvL-efekt. Za druhé se tato aktivita rovnéz obra-
ci k rezidudlnim T-lymfocytiim pfijemce transplantitu, ¢imz
se sniZuje pravdépodobnost jeho odhojeni, a za teti vici anti-
gen-prezentujicim buiikam piijemce (zejm. dendritickym buti-
kam), které jsou nezbytné pro aktivaci T-lymfocyti trans-
plantatu v rdmci GVHD, jejiZ frekvence se tudiZ také sniZuje
- vSechny tyto efekty byly klinicky prokazény u akutni mye-
loidni leukémie i samoziejmé na experimentdlni Urovni
u mySiho modelu tohoto onemocnéni. Zda se tedy, Ze typiza-
ce darce a pfijemce transplantitu na vhodnou alelickou nesho-
du HLA-genu Ltfidy a KIR-genli miZe mit vyznamné klinic-
ké uplatnéni (24-26).

Pasivni specifickd buné¢nad nddorovd imunoterapie mé v sou-
¢asnosti zejména podobu pokusil o adoptivni transfer defino-

vanych populaci tumor-antigen-specifickych cytotoxickych
T-lymfocyti, naptiklad v podobé izolace, in vitro expanze
azpétné aplikace tumor-infiltrujicich lymfocyti (TIF) ¢iz nich
odvozenych bunécnych klond tumor-reaktivnich CTL. In vit-
ro expanze téchto bunék se vétSinou provadi o-CD3 monok-
londlni protilatkou (coZ simuluje antigenni signél zprostfed-
kovany TCR) pfi kultivaci v pfitomnosti IL-2. Tato in vitro
expanze je dnes metodicky dobfe zvladnuta a timto zpiisobem
je moZné dosdhnout u oSetfovanych pacientii jednorazové vel-
mi vysokych hladin tumor-reaktivnich T-lymfocytl, zajisté
vyrazn€ vyS§$ich, neZ je hladina dosaZitelna aktivni imunizaci
(20). Touto metodikou in vitro expanze a nasledného ado-
ptivniho transferu se v neddvné dobé podafilo dosdhnout
vyznamnych klinickych aspéch pti 1é¢be pacientl s pokroci-
lym metastazujicim malignim melanomem. Klinicka odezva
byla ov§em zaznamenéna jen pfi adoptivnim transferu krat-
kodobé expandovanych TIF (tedy nikoliv pfi aplikaci ¢istych
bunécnych kloni), a to pacientiim, u nichZ byla tésné pred ado-
ptivnim transferem indukovéna lymfopénie kratkodobou inten-
zivni chemoterapii (kombinaci cyklofosfamidu a fludarabinu).
Objektivni klinickd odpovéd pfi tomto reZimu adoptivniho
transferu byla zaznamenana u 50% oSetfenych pacientd, cozZ
je vysledek nikdy nedosaZeny jakoukoli terapeutickou vakci-
naci (27).

Za nim stoji pravdépodobné nékolik nezavislych imunolo-
gickych fenomént. PouZiti kratkodobé expandované hetero-
genni smési tumor-infiltrujicich lymfocytt je pravdépodob-
né spojeno s nizkou mirou vycerpdni vnitiniho prolifera¢niho
potencidlu bunék. Bylo rovnéz prokdzano, Ze tato heterogenni
TIF-populace obsahuje jak CD8* tak i CD4* T-lymfocyty
a lze tudiZ predpokladat, Ze v tomto piipadé se aplikuji akti-
vované cytotoxické i pomocné lymfocyty, jejichZ koopera-
ce je nutna pro kratkodobou i dlouhodobou imunitni odpo-
véd; v této souvislosti neni piekvapujici velmi neddvné
sdé€leni, Ze adoptivné prenesené CTL diferencuji aZ v pamé-
tové cytotoxické T-lymfocyty (29). Obdobna aplikace klo-
novanych vysoce afinitnich CD8*-CTL musi byt logicky spo-
jena s daleko vétSi arovni in vitro expanze (s moZnymi
dasledky napfiklad v podobé pfibliZeni se senescen¢nimu
limitu) a nijak nefesi otdzku pomocnych T-lymfocytt. Indu-
kovana lymfopénie pak pravdépodobné plisobi na irovni tzv.
homeostatické proliferace, tj. pomérné malo definovaného
pfirozeného regula¢niho mechanismu udrzujiciho fyziolo-
gické hladiny perifernich lymfocyti. Jednou ze sloZek této
homeostatické regulace miZe byt kompetice o limitni kon-
centrace proristovych cytokint (IL-2, IL-7, IL-15) - v tom-
to pfipadé si lze predstavit, Ze cilend redukce endogenniho
imunitniho systému pfed vlastnim adoptivnim transferem
udéli kompetitivni vyhodu pfendSenym lymfocytim. V kaz-
dém pfipadé€ pouze uvedend kombinace kratkodobé expan-
dovanych tumor-infiltrujicich lymfocytl a lymfopenického
pfijemce téchto lymfocytl zajiStuje dlouhodobou perzisten-
ci (po fadu mésict) vysokych hladin (az 70 % vSech lymfo-
cytl periferni krve) aktivovanych antitumorovych lymfocy-
ti, kterd s sebou nese klinickou odpovéd (27, 28).
Zajimavou moZnost dal$tho vyvoje pasivni buné¢né imunote-
rapie shrnul ve svém pfispévku Dr. Michael I. Nishimura
(Department of Surgery, University of Chicago, Chicago). Jed-
nd se o strategii cileného smérovéani imunitni odpovédi tran-
sferem a- a B-gent pro T-bunééné receptory specifickych pro
Zadany nadorovy antigen. Jde tedy o to klonovat geny pro T-
bunécné receptory vykazujici vysokou specificitu a afinitu vaci
prezentovanym peptidovym epitopiim daného nadorového
antigenu, tyto geny vsunout do retrovirovych vektora a tyto
vektory pouZit pro genovou manipulaci vlastnich paciento-
vych lymfocyt. Zdrojem vhodnych TCR-genti mohou byt
tumor-infiltrujici lymfocyty ¢i naptiklad HLA-transgenni mys$i
po prislu$né imunizaci. Ty jsou zejména vyhodné pro izolaci
vysoce afinitnich TCR vi¢i self-antigentim (coZ je zna¢nd Cast
tumor-asociovanych antigenll), protoZe v tomto pifipad¢ lze
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predpokladat, Ze T-buiiky nesouci vysoce afinitni TCR budou
deletovany z periferniho repertodru ¢lovéka (30). Dr. Nishi-
mura v této souvislosti prezentoval nanejvy§ pozoruhodny
ndlez, a to identifikaci TCR specifického pro peptid tyrozina-
zy (368-376, restrikce HLA-A2), izolovaného z klonu CD4*T-
lymfocyth z TIF-populace maligniho melanomu (31). Jedna
se tedy o vyjime¢ny ptipad TCR exprimovaného CD4*T-lym-
focyty a pfesto rozezndvajici peptid v kontextu prezentace
HLA molekulami L.tfidy. Tento nélez otevird cestu k jedné vel-
mi zajimavé praktické moZnosti a k celé fad€ experimental-
nich aplikaci.

Afinita pfislu§ného TCR vii¢i komplexu daného peptidu a pre-
zentujici molekuly HLA-A2 je zjevné tak velkd, Ze je scho-
pen efektivni interakce s nddorovym epitopem i bez pfitom-
nosti koreceptoru, tj. CD8 (exprimovany CD4 se nemiiZe
v kontextu HLA molekul L.tfidy uplatnit). Lze si tudiz pted-
stavit moZnost, Ze by mohlo dojit k soucasné interakci niado-
rové buiiky s adoptivné podanymi geneticky manipulovany-
mi CD4*T-lymfocyty vybavenymi timto TCR a endogennimi
tumor-specifickymi CD8* CTL, a v tomto pfipadé by k akti-
vaci protinddorové buné¢né imunitni odpovédi mohlo dojit
pfimo v prostfedi nddoru, ponévadz tyto geneticky modifi-
kované CD4*T-lymfocyty by pfimo zde mohly uplatnit svo-
ji pomocnou funkci.

Z experimentélnich aplikaci je celd oblast manipulace lymfo-
cytl TCR-geny propijcujicimi zndmou antigenni specificitu
a afinitu velmi vhodna pro analyzu vzajemného vztahu afini-
ty (tj. sily molekularni interakce mezi TCR- a MHC-komple-
Xy), avidity (vyjadiujici celkovou silu interakce mezi CTL
a cilovou nadorovou butikou, ktera je funkci exprimovanych
koreceptor(, afinity a hladiny exprese interagujicich TCR-
a MHC-komplexil) a fenoménu aktivaci-indukované bunécéné
smrti (AICD - activation induced cell death). Podstatou AICD
je skuteCnost, Ze prilis silny signdl doru¢eny TCR-komplexem
indukuje v prislusném T-lymfocytu apopt6zu, a pro zdmérné
programovani T-lymfocyti transferem TCR-genl je samo-
ziejmé kriticky vyznamné znit optimdlni Groveni afinity
a expresni hladiny vnesenych TCR-gent, ktera by zajiStovala
maximalni specificitu a aviditu vici cilovym nddorovym buii-
kam, ale jeSté€ neindukovala AICD.

Klinické pouziti interferonii a ostatnich cytokini

Razné cytokiny jsou soucasti fady protokolt aktivni i pasivni
imunoterapie, jak je v jednotlivych konkrétnich ptipadech uve-
deno vyse, vedle toho ovSem existuji protokoly samostatného
farmakologického pouZiti nékterych cytokint. Nejrozsifenéj-
§i jsou v tomto ohledu interferony, zejména interferony-c,
ainterleukin-2. Pfimé farmakologické nasazeni cytokini neméd
zdaleka tak obecny charakter jako je tomu u ostatnich imuno-
terapeutickych postupt a tyka se pouze nékolika typil nadord
- vedle nékolika hematologickych nddorovych onemocnéni jde
z pevnych nadorti zejména o karcinom ledviny a maligni mela-
nom, u IL-2 i o hepatoceluldrni karcinom.

Lécebné pouZiti samotného IL-2 je principidlné totoZné s jeho
adjuvantnim uplatnénim v protokolech terapeutické vakcina-
ce ¢i adoptivniho transferu efektorovych bunék, jednd se tedy
o pokus obecné aktivovat imunitni systém. JiZ ptedesle cito-
vané piiklady doklddaji ovSem, Ze IL-2 se nijak nevymyka
z obecnych dvou principtl fungovéni cytokind - redundance
apleiotropie, tj. fada fenotypickych efekti IL-2 je taktéZ deter-
minovdana dal§imi cytokiny, at uZ nezavisle ¢i v kooperaci,
a IL-2, jakoZto kaZdy jiny cytokin, ma fadu rGznych a nékdy
i protichiidnych efektii na rizné populace leukocyt; jeho sou-
Casné postaveni v mechanismech aktivace efektorové odpo-
védi i tolerance bylo jiz pfedesle popsano. Lze proto jen zopa-
kovat zavér, ktery byl na strankéch tohoto ¢asopisu jiZ u¢inén,
Ze samostatné poddvani imunomodulaénich cytokinil bude
vZdy tak trochu sazkou do loterie, ponévadz klinickd odezva
bude vzdy velmi zdvisld na velmi jemnych odstinech stavu
a miry aktivace imunitniho systému oSetfovaného pacienta,
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a to jak na systemické drovni, tak na drovni léceného nadoru,
pfi¢emZ je velmi obtiZné tyto aspekty v potfebné mife analy-
zovat pied zahdjenim terapie (32).

Postaveni interferont je v tomto ohledu pon¢kud odli§né. Bio-
logicky ucinek interferont zahrnuje totiZ jak imunomodulac-
ni paisobeni, v nékterych ohledech analogické interleukinu-2,
ovSem jeho soucasti je rovnéZ piimy efekt na somatické buii-
ky. Receptory interferont (zejména typu o/B) jsou Siroce tka-
nové distribuovany a mezi pfimé biologické efekty na trov-
ni somatickych bunék patfi napf. inhibice proliferace, indukce
diferenciace a inhibice angiogeneze. Signél doruceny inter-
ferony je butikou zpracovavan v pomérné velmi komplexni
podobé na né€kolika drovnich, jejichZ podrobny popis ptesa-
huje rdmec tohoto ¢lanku - primérni signdl je z bunééného
povrchu do jadra pfevadén transdukcni drahou JAK-STAT,
mezi takto nové exprimovanymi geny se ov§em nalézaji geny
pro dalsi transkrip¢ni faktory, jako je rodina transkripénich
faktori IRF, ddle PML a CIITA, které propaguji interferono-
vy signdl v rdmci sekundérni transkripéni odpovédi (33, 34).
Mezi geny aktivovanymi interferonem je i klasicky tumoro-
vy supresorovy gen p53, a to jak v rdmci primarni odpovédi
(35), tak prostfednictvim faktoru PML (36, 37), vedle toho
byl pfimy tumorovy supresorovy icinek popsan i pro prote-
in IRF-1 (38). Interefony vedle toho standardné zvysuji expre-
si HLA gent L.tfidy. Interferonovy signdl ma ovSem na druhé
strané za nasledek i represi specifickych genil, mj. genu pro
vaskularni endotelovy riistovy faktor-1, odkud se pravdépo-
dobné odvozuje jeho inhibi¢ni G¢inek na nadorovou angio-
genezi (39).

Maligni melanom je nddor, u kterého je IFNo pfimo farma-
kologicky pouZivéano (40) a molekularni podstata tohoto far-
makologického pisobeni interferont byla pfedmétem pfis-
pévku Dr. Jézsefa Timdra (National Institute of Oncology,
Budapest). Cilem bylo identifikovat geny, jejichZ exprese
zaklada v klinické praxi velmi heterogenni odezvu na apli-
kaci interferonti. Po metodické strance projekt zahrnoval
identifikaci a porovnéni souboru aktivovanych a reprimova-
nych gend kultivovanych buné¢nych populaci kryjicich celou
Skalu vyvoje a progrese melanomu (normalni kultivované
melanocyty, melanomové bunécné linie odpovidajici riiznym
stadiim nddorové progrese - primdrni vs. invazivni vs. metas-
tatické - a riznym Grovnim rstové senzitivity na interfero-
novy signdl - senzitivni vs. rezistentni). Projekt dosud nebyl
publikaéné dokoncen a proto neni mozné uvést detailni vycet
zjisténych diferencidlné exprimovanych genil. Dva nélezy
ovSem stoji za zdlraznéni - zjistilo se, Ze IFNo reprimuje
expresi genu pro MART-1/Melan A a soucasné zvySuje
expresi genu pro multilékovou rezistenci MDR-1. Tyto nale-
zy jsou velice zajimavé z hlediska diskuse, jakd forma nésled-
né terapie by byla nejvyhodnéjsi v pfipad€, Ze dany melanom
vykazuje rezistenci vici interferonu. Aktivace MDR-1-genu
dopredu diskvalifikuje chemoterapii, ovSem jak represe
MART-1/Melan A-genu, tak aktivace MDR-1-genu spolu
s aktivaci HLA-gent L.tfidy by bylo potencidlné moZné
s vyhodou vyuZit pro naslednou specifickou imunoterapii.
MDR-1-pumpa totiZ podle vSeho zvySuje sekreci cytokini,
véetné IL-2 (41), coZ by mohlo pfispét k vytvoreni vhodné-
ho mikroprodtiedi pro aktivaci imunitni odpovédi. Jesté
vyznamnéjsi se zda nélez represe MART-1/Melan A-genu.
Jedna se totiZ o imunodominantni liniové-specificky antigen,
tzn. Ze je exprimovan uz na melanocytech, T-lymfocyty nami-
fené proti nému musi byt tudiZ fyziologicky pfedmétem
mechanismu tolerance, zaroven ov$em, vzhledem ke své imu-
nodominanci, diktuje specificitu imunitni odpovédi a zasti-
fluje pozdéjsi melanomové-specifické antigeny. Represe
tohoto genu nédsledkem pfedchozi interferonové terapie by
tudiZ mohla byt velmi vyhodna pravé z pohledu zruSeni této
imunodominance, coZ by mohlo otevfit dvefe k vyvoji a uplat-
néni novych melanomové-specifickych vakcin s lepsi vyhlid-
kou na klinickou odezvu.
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