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Souhrn: Cílem imunoterapie nádorÛ je ovlivnit pacientÛv imunitní systém v prÛbûhu samotného nádorového onemocnûní
tak, aby do‰lo k eliminaci ãi alespoÀ redukci populace nádorov˘ch bunûk. Aktivní imunoterapie se snaÏí tohoto cíle dosáh-
nout prostfiednictvím aktivní imunizace, tj. terapeutickou vakcinací. Její podstatou je specifická aktivace imunitního systé-
mu pacienta vhodnou aplikací nádorov˘ch antigenÛ, v nejrÛznûj‰ích formách (letálnû ozáfiené nádorové buÀky, nádorové
lyzáty, purifikované proteiny, peptidy, peptidy naloÏené dendritické buÀky aj.). Dosavadní úãinnost tûchto postupÛ, vyjá-
dfiená klinickou odezvou, je nízká (3 – 10 %). Souãasn˘ v˘voj aktivní imunoterapie nádorÛ se ubírá dvûma smûry. Prvním je
snaha pochopit faktory determinující klinickou odezvu na terapeutickou vakcinaci nádorÛ na imunologické a molekulárnû
biologické úrovni, tj. anal˘zou diferenciální exprese genÛ ãi polymorfismÛ pfiímo v sekvenci genomu. DÛleÏit˘m dílãím cílem
tohoto úsilí je pfiedpovûdût s dostateãnou pfiesností klinickou odezvu nádoru pfied zahájením vlastní vakcinace. Druh˘m smû-
rem v˘voje je hledání nov˘ch nádorov˘ch antigenÛ, popfi. nov˘ch vakcinaãních strategií, s vy‰‰í klinickou úspû‰ností. Jako
velmi nadûjn˘ nádorov˘ antigen pro terapeutickou vakcinaci vystupuje v poslední dobû katalytická podjednotka telomerázy.
Z nov˘ch vakcinaãních schémat na sebe podobnû upozorÀuje pouÏití komplexÛ peptidÛ a proteinÛ tepelného ‰oku. Jejich tera-
peutická úãinnost ov‰em musí b˘t vymezena rozsáhlej‰ími klinick˘mi studiemi. Druh˘m hlavním pfiístupem protinádorové
imunoterapie je pasivní imunoterapie, jejíÏ podstatou je doplnûní imunitního systému onkologického pacienta ex vivo pfii-
praven˘mi a aktivovan˘mi imunitními efektory. Tradiãním zástupcem pasivní imunoterapie je protilátková léãba, v posled-
ní dobû byly zaznamenány v˘znamné klinické úspûchy rovnûÏ ve dvou oblastech bunûãné pasivní imunoterapie – v oblasti
aktivace NK-bunûk v rámci alogenní ãi haploidentické transplantace hematopoetick˘ch kmenov˘ch bunûk pfii léãbû nûkte-
r˘ch leukémií a v oblasti krátkodobé in vitro expanze/aktivace tumor-infiltrujících lymfocytÛ pfii léãbû metastazujícího malig-
ního melanomu. Nov˘m smûrem pasivní bunûãné imunoterapie je snaha o cílené zásahy do genÛ pro T-bunûãné receptory
s cílem zv˘‰ení jejich afinity pro nádorové antigeny. Ponûkud stranou tûchto dvou hlavních proudÛ protinádorové imunote-
rapie je léãba cytokiny, zejména interleukinem-2 a interferony-α. Molekulárnû biologická anal˘za expresních zmûn mela-
nomov˘ch bunûk v odpovûì na aplikaci IFNα naznaãuje, Ïe v˘sledkem interferonové léãby by mohlo b˘t oslabení imuno-
dominance nûkter˘ch liniovû-specifick˘ch antigenÛ, ãehoÏ by mohlo b˘t s v˘hodou vyuÏito v rámci následné terapeutické
vakcinace.

Klíãová slova: terapeutická vakcinace, telomeráza, komplexy peptidÛ a proteinÛ tepelného ‰oku, protilátková léãba,
NK-buÀky, adoptivní transfer tumor-specifick˘ch efektorov˘ch bunûk, cytokinová léãba

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-α. Molecular analysis of genes
activated and repressed by IFNα 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 nádorÛ
Znalost dobfie charakterizovan˘ch nádorov˘ch antigenÛ spo-
lu s dÛkazem existence pfiirozené imunitní odpovûdi vÛãi nádo-
ru pfiímo vybízí k hledání strategií jak vyuÏít tuto protinádo-
rovou imunity klinicky, tj. jakoÏto léãebnou strategii. Nádorová
imunoterapie mÛÏe b˘t koncipována buì jako aktivní, t.zn.
terapeutická vakcinace, jejímÏ cílem je vhodnou imunizací
aktivovat imunitní systém nemocného, nebo pasivní, spoãíva-
jící v podávání jiÏ hotov˘ch efektorov˘ch sloÏek, jako jsou
protilátky ãi aktivované a expandované lymfocyty (1-6). Aktiv-
ní imunoterapie, pakliÏe by se jí skuteãnû podafiilo formulovat
do podoby úãinné vakcíny, by mûla celou fiadu pfiedností - v pfií-
padû úãinného a ‰iroce exprimovaného nádorového antigenu
by ji bylo moÏno podávat ‰irokému souboru pacientÛ, léãba
by mohla probíhat ambulantnû a vzhledem k existenci endo-
genních regulaãních mechanismÛ se ukazuje riziko neÏádou-
cí aktivace imunitního systému, napfiíklad v podobû indukce
autoimunity, jako nízké (7). Navíc, u úspû‰né vakcinace se
pfiedpokládá dlouhodobá imunitní odpovûì, tedy vytvofiení
imunologické pamûti, i kdyÏ se v dobû velmi nedávné ukáza-
lo, Ïe imunitní pamûÈ mÛÏe b˘t v˘sled-
kem i nûkter˘ch zdafiil˘ch protokolÛ
pasivní imunoterapie. V klinick˘ch
experimentech byla dosud testována
celá fiada vakcinaãních schémat, které
lze velmi pov‰echnû rozdûlit na dvû
skupiny - vakcinace nádorov˘mi buÀ-
kami nebo vakcinace pfiímo nádoro-
v˘m antigenem. Nejjednodu‰‰í vakcí-
ny mají podobu letálnû ozáfiené
krátkodobé nádorové bunûãné kultury
ãi nádorového antigenu, buì v podobû
celého proteinu nebo pfiímo specific-
kého prezentovaného peptidu. Souãás-
tí takov˘ch vakcín ov‰em rovnûÏ mÛÏe
b˘t vhodné adjuvans, jehoÏ úkolem je
atrahovat a aktivovat antigen-prezen-
tující buÀky; jako na vhodné adjuvans
lze nahlíÏet i na nûkteré cytokiny, napfi.
GM-CSF ãi IL-2. Jinou cestou k akti-
vaci prezentace nádorov˘ch antigenÛ
je vakcinovat dendritick˘mi buÀkami,
které byly pfiedtím in vitro o‰etfieny
tak, aby ve zv˘‰ené mífie prezentova-
ly cílov˘ nádorov˘ antigen, napfiíklad
inkubací s nádorov˘m lyzátem, nádo-
rov˘m antigenem ãi pfiímo prezento-
van˘m peptidem (tzv. peptide-pulsed
dendritic cells), ãi transfekcí genu pro
nádorov˘ antigen (1-6). ¤ada tûchto
klinick˘ch studií terapeutické vakci-
nace byla pfied velmi krátkou dobou
pfiedmûtem kritického shrnutí, jeÏ
vyústilo v konstatování velmi nízké
klinické úãinnosti terapeutické vakci-
nace (nicménû je tfieba podotknout, Ïe
z uvedeného shrnutí byly vylouãeny ty
studie, kdy vakcinaãní protokol zahr-
noval také nespecifickou aktivaci imu-
nitního systému cytokiny, takÏe v˘sle-
dek tohoto shrnutí není zcela
reprezentativní) (7). Toto konstatová-
ní vyvolalo následnou diskusi o per-
spektivnosti celé této imunoterapeu-
tické strategie (8); podle zdroje
kompilace se klinická odpovûì na tera-
peutickou vakcinaci udává v rozmezí
od 3% do 10% vakcinovan˘ch paci-
entÛ. Proã se terapeutická vakcinace
zatím jen zfiídka setkala s klinick˘m

Obr. 1. Sled procesÛ formování imunitní odpovûdi vÛãi nádoru. Nádorov˘ antigen, aÈ uÏ pÛvodu
endogennû se vyvíjejícího nádoru nebo aplikovan˘ v rámci aktivní immunoterapie, vede nejprve k lokál-
ní odpovûdi, nejãastûji v rámci spádov˘ch lymfatick˘ch orgánÛ. Zde dochází k prezentaci antigenu
profesionálními antigen-prezentujícími buÀkami naivním T-lymfocytÛm a k diferenciaci jak APC, tak
aktivovan˘ch T-bunûk. Intenzita této lokální odpovûdi závisí na fiadû faktorÛ, jako je imunogenicita
antigenu, cytokinové prostfiedí, exprese kostimulaãních molekul atp., a tyto faktory také urãují, nako-
lik je lokální odpovûì rozvinuta do systemické odpovûdi. Pro klinickou protinádorovou odpovûì je
nezbytné, aby se systemická imunitní odpovûì posléze pfienesla na úroveÀ nádoru. To pfiedpokládá
lokalizaci aktivovan˘ch protinádorov˘ch T-lymfocytÛ v místû nádoru a jejich pfiímou cytotoxickou
aktivitu vÛãi nádorov˘m buÀkám, zprostfiedkovanou jejich rozeznáním na základû exprimovan˘ch
nádorov˘ch antigenÛ. Bezprostfiední klinická odpovûì je do znaãné míry pfiedurãena charakteristika-
mi mikroprostfiedí kaÏdého nádoru, na délce klinické odpovûdi ve smyslu relapsu pÛvodnû citliv˘ch
nádorÛ se vedle toho v˘znamnû podílejí faktory imunoeditingu, kdy imunitní systém pÛsobí jakoÏto
selekãní prostfiedí rÛstu rezistentních bunûãn˘ch klonÛ, které ztratily pÛvodní citlivost napfi. v dÛsled-
ku ztráty exprese nádorov˘ch antigenÛ, poruchy jejich prezentace ãi aktivace exprese imunosupresiv-
ních faktorÛ. Upraveno podle ref. 9.

úspûchem? Je tfieba pfiedev‰ím uvést, Ïe se jedná o cíl ze samot-
né biologické podstaty znaãnû ambiciózní - aktivovat imunit-
ní systém v prÛbûhu onemocnûní tak, aby byl schopen toto one-
mocnûní zlikvidovat. Tohoto cíle se zatím nepodafiilo
dosáhnout ani u virov˘ch onemocnûní, které ãasto b˘vají uvá-
dûny jako nedostiÏn˘ vzor protinádorové aktivní imunotera-
pie, ov‰em u nichÏ se dosaÏené úspûchy omezují na profylak-
tickou vakcinaci, tj. pfied vlastním onemocnûním, a to je pfiitom
imunogenicita virov˘ch antigenÛ daleko vy‰‰í neÏ je tomu
u nádorov˘ch antigenÛ. U terapeutické vakcinace nádorÛ
k tomu pfiistupuje navíc celkové zeslabení imunitního systé-
mu jak v dÛsledku samotného nádoru, tak v dÛsledku léãby
pfiedcházející vlastní imunoterapii.
O systematick˘ pohled na problémy aktivní imunoterapie
nádorÛ se ve svém pfiíspûvku pokusil Dr. Francesco Marinco-
la (Immunogenetics Section, Department of Transfusion Medi-
cine, Clinical Center, National Institutes of Health, Bethesda)
(Obr.1). Imunitní odpovûì na terapeutickou vakcinaci sestá-
vá z nûkolika diskrétních krokÛ, z nichÏ kaÏd˘ musí probûh-
nout s dostateãnou úãinností, aby mohlo dojít ke klinické odpo-
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vûdi (9). V rámci souãasn˘ch vakcinaãních schémat se zdá b˘t
relativnû schÛdné dosáhnout systemické imunitní odpovûdi
u v˘znamné ãásti vakcinovan˘ch pacientÛ, hlavním problé-
mem zÛstává, Ïe tato systemická imunitní odpovûì nenalézá
svou odezvu v odpovídající klinické odpovûdi nádoru. T˘m
Dr. Marincoly se pokusil porozumût tomuto poslednímu pro-
blému anal˘zou diferenciální exprese genÛ a polymorfismÛ
v sekvenci DNA, tedy prostfiedky moderní genomiky. První
otázka znûla - je nûjak˘ rozdíl v globální expresi genÛ mezi
individuálními metastázami (v‰echny projekty byly fie‰eny na
modelu maligního melanomu) odpovídajícími klinicky na
aktivní imunoterapii a tûmi, u kter˘ch ke klinické odpovûdi
nedo‰lo? U citliv˘ch metastáz do‰lo v prÛbûhu klinické odpo-
vûdi k aktivaci exprese specifické sady genÛ, zatímco u rezi-
stentních lézí Ïádnou specifickou genovou expresi nebylo moÏ-
né prokázat. Tento v˘sledek je moÏno interpretovat v tom
smyslu, Ïe mikroprostfiedí kaÏdého jednotlivého nádoru obsa-
huje determinanty, které rozhodují o jeho citlivosti vÛãi akti-
vovan˘m lymfocytÛm. Nejsou-li tyto determinanty naplnûny,
je nádor vÛãi okolní systemické imunitní odpovûdi rezistent-
ní. Klinická rezistence vÛãi aktivní imunoterapii je tedy v prv-
ní fiadû zpÛsobena nedostateãnou citlivostí a tedy nikoli mecha-
nismy úniku odpovídajícími imunoeditingu v pfiípadû
spontánní protonádorové imunity (protoÏe jinak by rovnûÏ
u rezistentních metastáz musela b˘t prokazatelná specifická
expresní zmûna) (10).
Druhá otázka byla následující - je moÏné identifikovat geny,
jejichÏ exprese pfied vlastní vakcinací bude prediktabilní pro
následnou klinickou odpovûì ãi rezistenci? Odpovûì Dr.
Marincoly zní ano - srovnáním expresního profilu metastáz
pozdûji klinicky odpovídajících a klinicky rezistentních bylo
identifikováno 33 genÛ, jejichÏ expresní profil kolektivnû urãu-
je pozdûj‰í klinickou odpovûì; asi polovina z tûchto genÛ,
u nichÏ je známa jejich funkce, kóduje proteiny pfiímo impli-
kované v imunitní a zánûtlivé odpovûdi, coÏ opût hovofií ve
prospûch pfiede‰le naznaãeného principu, Ïe mikroprostfiedí
kaÏdého jednotlivého nádoru má v sobû jiÏ v okamÏiku zahá-
jení vakcinace zakódovanu pozdûj‰í klinickou odpovûì (10).
Otázka tfietí - lze na molekulární úrovni charakterizovat úlohu
IL-2 jakoÏto adjuvans terapeutické vakcinace? Úloha IL-2
v regulaci imunitní odpovûdi je totiÏ znaãnû komplexní; na
jedné stranû pÛsobí jako prominentí rÛstov˘ faktor T-lymfo-
cytÛ a NK-bunûk, kter˘ je nepostradatelnou souãástí ve‰ke-
r˘ch kultivaãních médií pouÏívan˘ch pro jejich in vitro expan-
zi a aktivaci, na druhé stranû my‰i nesoucí mutace v genu pro
IL-2 ãi v genech kódujících jeho receptorové podjednotky trpí
generalizovanou autoimunitou ( a nikoli imunodeficiencí, jak
by na základû in vitro kultivace bylo moÏno soudit) (11, 12).
¤e‰ení tohoto imunologického paradoxu pravdûpodobnû pfied-
stavují v˘‰e zmínûné regulaãní T-lymfocyty (CD4+CD25+) -
CD25 pfiedstavuje α-podjednotku receptorového komplexu
pro IL-2, nutnou pro vysoce afinitní vazbu ligandu, a IL-2 je
nepostradateln˘ pro v˘voj této bunûãné populace, odkud pra-
mení zfiejmû jeho tolerizaãní úãinek (11).
IL-2 se ov‰em ukázal jako faktor v˘znamnû zvy‰ující imunit-
ní i klinickou odpovûì na terapeutickou vakcinaci a ve svûtle
jeho spí‰e tolerizaãního úãinku není lehké porozumût, proã
tomu tak je. Odpovûì vze‰la opût z anal˘zy diferenciální expre-
se genÛ a zjistilo se pfiitom, Ïe v‰echny geny aktivované IL-2
v rámci aktivní imunoterapie hrají úlohu v procesu aktivace
monocytÛ a makrofágÛ. Tedy makrofágy a monocyty, a niko-
li lymfocyty, jsou oním bunûãn˘m typem stojícím za terapeu-
tick˘m efektem IL-2 v rámci vakcinaãních protokolÛ a tento
nález hovofií ve prospûch v˘znamu lokálního zánûtu pro kli-
nickou odpovûì nádoru.
Posledním diskutovan˘ch projektem skupiny Dr. Marincoly,
o nûmÏ na konferenci referovala Dr. Wangová, byla anal˘za
DNA-polymorfismu jakoÏto klíãe k de‰ifrování v˘sledku pro-
tinádorové imunitní odpovûdi. Otázka pfiitom znûla - do jaké
míry je klinická odpovûì nádoru vysvûtlitelná faktory nádo-

rové heterogenity a specifického mikroprostfiedí kaÏdého nádo-
ru a do jaké míry je naopak urãena rozdíly na úrovni genomu?
Zmínûn˘ projekt vycházel z pozorování velmi odli‰né odpo-
vûdi na terapeutickou vakcinaci peptidem gp100209-217 (jeden
z klasick˘ch melanom-asociovan˘ch antigenÛ) v kombinaci
s IL-2, pro nûjÏ byla v jedné studii zaznamenána velmi dobrá
systemická imunitní i klinická odpovûì v bûlo‰ské populaci
a prakticky Ïádná odpovûì v ãínské populaci. Z vakcinova-
n˘ch pacientÛ obou populací byly izolovány mononukleáry
periferní krve, které jednak poslouÏily jako zdroj DNA pro
anal˘zu typu SNP (single nucleotide polymorphism) (13), jed-
nak byly dále kultivovány v pfiítomnosti IL-2 a vyuÏity jako
zdroj RNA pro anal˘zu transkripãního profilu na cDNA mic-
roãipu a zdroj proteinÛ pro proteomickou anal˘zu. U obou
populací lze najít jasné rozdíly v genech aktivovan˘ch IL-2
jak na úrovni transkripce, tak na úrovni proteomu, a v souãas-
nosti jsou tyto rozdíly korelovány s polymorfismem v sekven-
ci DNA. Nalezení funkãních a regulaãních polymorfismÛ
v sekvenci pfiíslu‰n˘ch genÛ a jejich promotorÛ ve vztahu
k odli‰né aktivaci interleukinem-2 nepochybnû v˘znamnû
posune na‰e pochopení imunomodulaãního úãinku tohoto
cytokinu, a to jak v rámci aktivní protinádorové terapie, tak
i nad její rámec v oblasti obecné imunologie. Zjevn˘m cílem
v oblasti terapeutické vakcinace nádorÛ je najít takové poly-
morfismy v DNA, které by byli prediktabilní pro pozdûj‰í imu-
nitní a klinickou odpovûì. To by umoÏnilo lépe selektovat
pacienty podrobující se aktivní imunoterapii a zv˘‰it tak efek-
tivitu celého tohoto terapeutického pfiístupu.
Bylo rovnûÏ formulováno nûkolik imunologick˘ch strategií, jak
zv˘‰it úãinnost terapeutické vakcinace. Jednou z moÏností je
souãasnû s vakcinací provádût blokování negativních regulaã-
ních mechanismÛ zodpovûdn˘ch za udrÏování imunologické
tolerance. Jedná se napfiíklad o pouÏití blokujících protilátek
vÛãi CTLA-4 (povrchová molekula aktivovan˘ch T-lymfocy-
tÛ, která interaguje s kostimulaãními molekulami B7-1 a B7-2
a v˘sledkem této interakce je velmi siln˘ negativní signál doru-
ãen˘ T-lymfocytu) (14), ãi o neutralizaci CD4+CD25+ regulaã-
ních T-lymfocytÛ prostfiednictvím α-CD25-neutralizaãní proti-
látky (problematická strategie, ponûvadÏ CD25 je exprimován
rovnûÏ na aktivovan˘ch efektorov˘ch T-lymfocytech) nebo far-
makologicky (5). Pro ani jednu z tûchto moÏností nejsou k dis-
pozici odpovídající klinické studie, lze ov‰em pfiedpovûdût, Ïe
jedním z problémÛ bude riziko obecné autoimunní aktivace.
Jinou z moÏností je pouÏít pro vakcinaci peptidy, do jejichÏ
sekvence byly zaneseny cílené aminokyselinové substituce,
které zvy‰ují jejich afinitu vÛãi prezentujícím HLA-moleku-
lám (6). Koneãnû, je také nutné uvaÏovat o nové generaci nádo-
rov˘ch antigenÛ, které se vedle vysoké specificity exprese
vyznaãují rovnûÏ pfiímou funkcí v procesu nádorové transfor-
mace; lze pfiedpokládat, Ïe nádorové buÀky nebudou schopny
reprimovat expresi takov˘ch antigenÛ do té míry, jak to bylo
napfiíklad popsáno u fiady tumor-asociovan˘ch antigenÛ. Pfies-
toÏe mechanismy úniku nehrají zfiejmû Ïádnou v˘znamnou roli
v prvotní rezistenci nádoru vÛãi imunoterapii (viz v˘‰e), v prÛ-
bûhu samotné imunoterapie se zcela jistû dostávají ke slovu
a projevují se relapsem a rezistencí pÛvodnû citliv˘ch nádorÛ
(4). Jedním z tûchto nov˘ch tumorov˘ch antigenÛ, jehoÏ imu-
noterapeutické vyuÏití by tímto nebezpeãím nemûlo b˘t zatí-
Ïeno, je telomeráza, a první klinické v˘sledky s terapeutickou
vakcinací prezentoval na konferenci Dr.Gustav Gaudernack
(Section of Immunotherapy, Institute for Cancer Research, The
Norwegian Radium Hospital, Oslo).

Telomeráza jako nádorov˘ antigen nové generace
Telomeráza pfiedstavuje komplexní ribonukleoprotein schopn˘
aktivního prodluÏování koncÛ chromozomÛ - telomer, a tímto
zpÛsobem udûluje buÀce imortalizovan˘ fenotyp. Bunûãná
imortalizace je dÛleÏitou a stabilní souãástí nádorové transfor-
mace a ektopicky exprimovaná telomeráza je schopna koope-
rovat s bunûãn˘mi a virov˘mi onkogeny v procesu transforma-
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ce lidsk˘ch bunûk in vitro. Telomerázov˘ komplex sestává
z nûkolika podjednotek, z nichÏ jako limitní vystupuje kataly-
tická podjednotka - hTERT (human telomerase reverse transc-
riptase). Aktivace exprese této reverzní transkriptázy je nalézá-
na ve shruba 85 % klinick˘ch nádorÛ, vedle toho v germinálních
buÀkách a na podstatnû niÏ‰í úrovni v bazální vrstvû keratino-
cytÛ, kmenov˘ch buÀkách a aktivovan˘ch lymfocytech (15).
Telomeráza je cílem vyvíjené protinádorové terapie nejen ve
smyslu imunoterapie, ale samozfiejmû téÏ ve smyslu farmako-
logick˘ch inhibitorÛ. U farmakologického blokování ov‰em stá-
le zÛstávají pochybnosti ohlednû moÏn˘ch toxick˘ch úãinkÛ na
zmínûné normální telomeráza-pozitivní buÀky, zatímco imu-
noterapie se v tomto ohledu zdá velmi nádorovû-specifická; níz-
ká exprese v kmenov˘ch buÀkách zfiejmû vyluãuje, aby se tyto
buÀky, vzhledem knízké aktigenní denzitû, staly citlivé vÛãi pfií-
slu‰n˘m cytotoxick˘m T-lymfocytÛm, agerminální buÀky zase
vÛbec neexprimují HLA-geny I.tfiídy, se stejn˘m efektem. Bylo
prokázáno, Ïe hTERT-protein je procesován a odpovídající pep-
tidy prezentovány nejroz‰ífienûj‰ími class I HLA-alelick˘mi
variantami - HLA-A2, - A3 a -A24, a rovnûÏ, coÏ mÛÏe b˘t dÛle-
Ïité z hlediska dlouhodobé imunitní odpovûdi, HLA class II-
prezentaãní drahou (HLA-DR7). CD8+ CTL specifické pro
nûkolik hTERT-peptidÛ byly izolovány z periferní krve a po in
vitro aktivaci byly schopné lyzovat celou ‰kálu nádorov˘czh
bunûãn˘ch linií, rovnûÏ byly izolovány odpovídající CD4+

pomocné T-lymfocyty. Z této teoretické práce vyplynulo, Ïe
telomeráza vystupuje jako efektivní auniverzální nádorov˘ anti-
gen (16).
Dr. Gaudernack prezentoval pfiedbûÏné v˘sledky norsko-‰v˘-
carské klinické studie terapeutické vakcinace hTERT-peptidy
u nemocn˘ch s neoperovateln˘m karcinomem pankreatu (bez
pfiedchozí chemoterapie), nemalobunûãnou rakovinou plic
a maligním melanomem. K vakcinaci byl pouÏit pár z ãásti
identickc˘h peptidÛ - del‰í peptid pfiedstavoval HLA class II -
epitop pro indukci pomocn˘ch T-lymfocytÛ, z nûho odvoze-
n˘ krat‰í peptid byl selektován pro vazbu s HLA molekulami
I.tfiídy pro indukci cytotoxick˘ch T-lymfocytÛ. Peptidy byly
aplikovány intradermálnû souãasnû s GM-CSF (pro aktivaci
dendritick˘ch a Langerhansov˘ch bunûk) v reÏimu 1., 2., 3.,
4., 6. a 10. t˘den. Uveden˘ vakcinaãní reÏim byl schopen vel-
mi efektivní aktivace imunitní odpovûdi (indukce pomocn˘ch
a cytotoxick˘ch T-lymfocytÛ byla zaznamenána u 80 % paci-
entÛ) a první v˘sledky naznaãují velmi slibnou klinickou odez-
vu - v první malé sérii pacientÛ se objevilo nûkolik komplet-
ních a ãásteãn˘ch klinick˘ch odpovûdí u v‰ech tfií nádorov˘ch
kategorií. Aktivovaná imunitní a klinická odpovûì byly pfii-
tom nezávislé na HLA-alelické konfiguraci, coÏ potvrzuje dfií-
vûj‰í v˘sledky ‰iroké prezentace telomerázov˘ch peptidÛ
napfiíã HLA-alelick˘m spektrem. Podafiilo se rovnûÏ optima-
lizovat dávku peptidu pro vakcinaci; ukázalo se totiÏ, Ïe v˘sled-
kem pfiíli‰ vysoké dávky peptidu je anergie T-lymfocytÛ, prav-
dûpodobnû v dÛsledku nadmûrného aktivaãního signálu.

Vakcinace bunûãn˘mi komplexy peptidÛ a proteinÛ tepelného
‰oku
Nev˘hodou bûÏn˘ch vakcinaãních strategií tak, jak byly popsá-
ny aÏ dosud, je, Ïe se jedná o do znaãné míry neselektivní
postup ve vztahu k jednotliv˘m nádorÛm, kter˘ nepfiihlíÏí k uni-
kátním molekulárním vlastnostem kaÏdého jednotlivého nádo-
ru. Tyto neselektivní strategie musí b˘t nutnû zaloÏeny na
tumor-asociovan˘ch antigenech, tedy pfieváÏnû normálních
bunûãn˘ch proteinech koexprimovan˘ch ve v˘znamném podí-
lÛ nádorÛ dané nádorové kategorie. Tato strategie s sebou nese
dvû základní nev˘hody. Jednak vzhledem k tomu, Ïe tyto pro-
teiny nejsou nijak funkãnû implikovány v procesu nádorové
transformace, pfiedstavuje utlumení jejich exprese jeden z pfií-
hodn˘ch mechanismÛ úniku nádorov˘ch bunûk pfied imunit-
ním atakem, jednak, jelikoÏ se jedná o tûlu vlastní normální
proteiny, lze vycházet z toho, Ïe imunitní odpovûì vÛãi nim
bude zatíÏena souãasnû probíhajícími mechanismy tolerance

a jejich imunogenicita bude tudíÏ pomûrnû slabá. JiÏ z klasic-
k˘ch experimentÛ transplantace nádorÛ vypl˘vá, Ïe vût‰ina
nádorÛ vlastní silné imunogenní determinanty, které jsou
ov‰em specifické pro kaÏd˘ individuální nádor a které podle
v‰eho odpovídají tumor-specifick˘m antigenÛm, tj. mutova-
n˘m proteinÛm kauzálnû implikovan˘m v etiologii daného
nádoru (2). Z hlediska nádoru tudíÏ nebude lehké tyto geny
expresnû vypnout a vzhledem k tomu, Ïe se jedná o nové pro-
teinové sekvence vzniklé mutacemi pÛvodních genÛ, mecha-
nismy imunologické tolerance vÛãi nim nebudou zfiejmû aktiv-
ní. Unikátní kombinace tûchto specifick˘ch antigenních
determinant v kaÏdém nádoru ov‰em vyluãuje bûÏné vakci-
naãní postupy, napfi. peptidy ãi peptidem naloÏen˘mi dendri-
tick˘mi buÀkami. Objevila se ov‰em nová vakcinaãní strate-
gie, která by mohla b˘t zamûfiena právû vÛãi tûmto unikátním
tumor-specifick˘m antigenÛm, a to vakcinace komplexy pep-
tidÛ a proteinÛ tepelného ‰oku (HPC-PC - heat shock protein-
peptide complexes).
Proteiny tepelného ‰oku totiÏ vedle své klasické funkce mole-
kulárních chaperonÛ v procesu sbalení proteinu do správné
sekundární a terciální struktury mají je‰tû dal‰í specifickou
funkci v procesu aktivace imunitního systému, a sice jako tran-
sportéry peptidÛ. V cytoplazmû kaÏdé buÀky byly deteková-
ny komplexy tûchto proteinÛ s antigenními peptidy; pfiedpo-
kládá se pfiitom, Ïe dojde-li ve tkáni k bunûãné l˘ze, jsou tyto
komplexy uvolnûny do prostfiedí a následnû interagují se spe-
cifick˘mi receptory na povrchu profesionálních antigen-pre-
zentujících bunûk, pfiedev‰ím dendritick˘ch bunûk. Dosud bylo
popsáno nûkolik receptorÛ pro HSP-PC, zejména CD14, CD91
a receptory Toll-like rodiny, pfiedev‰ím TLR2 a TLR4. Tato
interakce vede k endocytóze komplexÛ, ov‰em následované
class I -prezentaãní drahou (crosspresentation). Takto dopra-
vené peptidy jsou následnû vystaveny na povrchu APC v kom-
plexu s MHC glykoproteiny I.tfiídy a mohou tak nastartovat
aktivaci cytotoxick˘ch CD8+ T-lymfocytÛ. HSP-PC zastáva-
jí kromû tohoto transportu peptidÛ dal‰í v˘znamné imunomo-
dulaãní funkce, zejména aktivují diferenciaci dendritick˘ch
bunûk (a tedy zv˘‰ení exprese kostimulaãních molekul) a sou-
ãasnû jsou schopny pfiímou vazbou aktivovat NK-buÀky. HSP-
PC tedy aktivují v˘hradnû bunûãnou imunitní odpovûì (17).
Proteiny tepelného ‰oku pfiedstavují z biochemického hledis-
ka dosti heterogenní skupinu, zahrnující nejménû 5 proteino-
v˘ch rodin, v˘raznû se li‰ících ve sv˘ch imunogenních vlast-
nostech; nejvût‰í imunogenicitu vykazují peptidové komplexy
hsp-proteinÛ Hsp 70 a gp 96. HSP-PC sv˘m sloÏením, tedy
zastoupením jednotliv˘ch peptidÛ, vÏdy odráÏejí antigenní
vlastnosti bunûk, ze kter˘ch jsou izolovány. Izolace HSP-PC
z nádorÛ tedy poskytuje cestu k unikátním tumor-specifick˘m
antigenním peptidÛm a vzhledem k jejich shora naznaãené
funkci lze HSP-PC komplexy izolované z chirurgicky odstra-
nûného nádoru pfiímo pouÏít jakoÏto protinádorovou vakcínu
(18). Své zku‰enosti s tímto zpÛsobem 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 v˘sledky dvou mal˘ch klinick˘ch
studií, jedné zamûfiené na maligní melanom a druhé na do jater
metastazující kolorektální karcinom. Ve v‰ech pfiípadech byly
k vakcinaci pouÏity peptidové komplexy s proteinem tepelné-
ho ‰oku gp96, izolované z chirurgicky odstranûného nádoru
a aplikované intradermálnû, buì samostatnû nebo, u jedné sku-
piny pacientÛ s maligním melanomem, spoleãnû s GM-CSF
(s cílem aktivace dendritick˘ch bunûk) a interferonem-α
(s cílem zv˘‰ení exprese HLA molekul I. tfiídy). Ve v‰ech pfií-
padech se podafiilo dosáhnout v˘znamné systemické protiná-
dorové imunity; vzhledem k tomu, Ïe v tomto pfiípadû nezná-
me specifick˘ antigen, je nutné pfiijmout speciální postupy
kvantifikace této systemické imunitní odpovûdi - kvantifika-
ce se v tomto pfiípadû provádûla na základû schopnosti lymfo-
cytÛ periferní krve lyzovat nádorové buÀky urãitého repre-
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zentativního panelu nádorov˘ch bunûãn˘ch linií. Celková doba
pfieÏití byla signifikantnû vy‰‰í u pacientÛ odpovídajících na
vakcinaci systemickou imunitou ve srovnání s pacienty, u nichÏ
této systemické odpovûdi dosaÏeno nebylo; u skupiny pacien-
tÛ s kolorektálním karcinomem bylo moÏné toto odli‰ení pro-
vést na velmi silné hladinû v˘znamnosti (p<0,0001), u malig-
ního melanomu tak impozantní hladiny v˘znamnosti dosaÏeno
nebylo (p<0,01). Stejnû jako u jin˘ch pfiístupÛ terapeutické
vakcinace nebylo moÏné ani zde korelovat systemickou imu-
nitní a klinickou odpovûì nádoru. Za zmínku stojí rovnûÏ sku-
teãnost, Ïe ve v‰ech pfiípadech pozitivní odpovûdi na vakci-
naci byla prokázána aktivace protinádorov˘ch CTL
i NK-bunûk.
V literatufie je moÏné najít nûkolik dal‰ích koncepãnû podob-
n˘ch klinick˘ch studií terapeutické vakcinace HSP-peptido-
v˘mi komplexy, se srovnateln˘mi v˘sledky. Randomizovaná
studie fáze III v souãasnosti probíhá u melanomu a karcinomu
ledviny a její v˘sledky lze oãekávat s velk˘m zájmem. Zfie-
telnou nev˘hodou tohoto zpÛsobu vakcinace je ov‰em naprostá
závislost na vstupním vzorku odoperovaného nádoru, a to jak
v kvantitativním slova smyslu (k pfiípravû HSP-peptidov˘ch
komplexÛ je nutná urãitá minimální velikost nádoru, aspoÀ 1
aÏ 5 g, lépe 10 g, vakcinace konãí vyãerpáním tohoto jedno-
rázovû pfiipraveného mnoÏství HSP-PC), tak kvalitativnû
(nádor by mûl b˘t napfiíklad prost rozsáhlej‰í nekrózy, pro-
blémy s pfiípravou HSP-PC mohou ãinit rovnûÏ nádory ze tká-
ní se zv˘‰en˘m obsahem proteáz jako je napfiíklad karcinom
Ïaludku ãi pankreatu) (18). MoÏné fie‰ení tûchto problémÛ
naãrtl ve svém pfiehledu Milani et al., a to Ïe by bylo moÏné
sestavit pro kaÏdou nádorovou kategorii urãit˘ antigennû repre-
zentativní panel nádorov˘ch bunûãn˘ch linií a ty by pak pfied-
stavovaly potenciálnû nekoneãn˘ zdroj HSP-peptidov˘ch
komplexÛ pro vakcinaci (17). DÛmyslné rozvinutí této strate-
gie zmínil v diskusi Dr. Parmiani - podafiilo-li by se sestavit
tento reprezentativní panel nádorov˘ch bunûãn˘ch linií, bylo
by je moÏné stabilnû transfektovat modifikovan˘mi genov˘-
mi konstrukty hsp-genÛ, které by umoÏnily sekreci HSP-PC
do kultivaãního média, coÏ by ohromnû usnadnilo pfiípravu
odpovídající vakcíny. Zdá se tudíÏ, Ïe v této oblasti protiná-
dorové terapeutické vakcinace lze v budoucnosti oãekávat fas-
cinující v˘voj.

Pasivní imunoterapie
Terapeutická vakcinace pfiedstavuje základní smûr aktivní
protinádorové terapie. Druhou moÏnou cestou je pasivní imu-
noterapie, pfii které doplÀujeme pacientÛv imunitní systém
jiÏ hotov˘mi ex vivo pfiipraven˘mi a aktivovan˘mi efektoro-
v˘mi mechanismy. Z hlediska humorální imunity pfiicháze-
jí v úvahu jako snad nejznámûj‰í pfiedstavitelé pasivní imu-
noterapie monoklonální protilátky, z nichÏ nûkolik získalo
postavení standardních schválen˘ch léãiv. Postavení proti-
látek v nádorové imunologii obecnû je ov‰em zahaleno fiadou
otazníkÛ. Z hlediska mechanismu úãinku si lze pfiedstavit
dvojí typ pÛsobení - pÛsobení zaloÏené na imunologick˘ch
mechanismech a pÛsobení zaloÏené na blokování a následné
funkãní neutralizaci povrchov˘ch signálních molekul. Imu-
nologické mechanismy si lze v podstatû pfiedstavit trojího
druhu - aktivaci komplementu, aktivaci tzv. na protilátkách
závislé bunûãné cytotoxicity (ADCC - antibody dependent
cellular cytotoxicity), jejíÏ podstatou je vazba Fc-receptorÛ
a následná aktivace specifick˘ch efektorov˘ch bunûãn˘ch
populací, zejména NK-bunûk a makrofágÛ, ãi koneãnû za tfie-
tí aktivaci idiotypické regulaãní sítû (14). Protilátky proti
nádorov˘m antigenÛm jsou stabilní souãástí séra onkologic-
k˘ch pacientÛ, ostatnû metodika identifikace nádorov˘ch
antigenÛ screenováním expresních knihoven sérem onkolo-
gick˘ch nemocn˘ch (SEREX) jiÏ byla nûkolikrát zmínûna.
Îádné zjevné lytické pÛsobení tûchto protilátek na nádorové
buÀky in vivo ov‰em nikdy nebylo prokázáno, pfiestoÏe in vit-
ro po pfiidání heterologního komplementu mÛÏe b˘t tento

efekt docela snadno pozorován (2). Vyhranûnû humorální typ
imunitní odpovûdi vÛãi nádoru lze povaÏovat za prognostic-
ky spí‰e ‰patné znamení, ponûvadÏ tento typ imunitní odpo-
vûdi pfiedpokládá polarizaci pomocn˘ch T-lymfocytÛ ve smû-
ru subsetu Th2, coÏ s sebou automaticky nese potlaãení
diferenciace ve smûru subsetu Th1, kter˘ je kriticky v˘znam-
n˘ pro rozvoj bunûãné imunitní odpovûdi, jejíÏ místo v pro-
tinádorové imunitû je na rozdíl od protilátek nezpochybni-
telné (19).
Kromû strategií zamûfien˘ch na imunologické popfiípadû sig-
nálnû-blokující mechanismy lze afinitu protilátek vÛãi povr-
chov˘m nádorov˘m antigenÛm vyuÏít je‰tû jedním zpÛso-
bem, totiÏ jakoÏto prostfiedku transportu cytotoxick˘ch
substancí do bezprostfiední blízkosti nádorové buÀky. V tom-
to pfiípadû se ov‰em nepouÏívají zpravidla protilátky v té
podobû, jak se vyskytují in vivo (tzn. tetramer dvou lehk˘ch
a dvou tûÏk˘ch fietûzcÛ), n˘brÏ metodikou rekombinantí DNA
se ve vhodném uspofiádání kombinují genové úseky odpoví-
dající antigen-vazebn˘m doménám (tzv. single-chain anti-
body). Na tyto molekuly je potom moÏné konjugovat napfi.
radioaktivní izotop, rostlinn˘ toxin nebo cytostatikum. Obec-
n˘m problémem protilátkové léãby je u pevn˘ch nádorÛ pfií-
stupnost bunûk lokalizovan˘ch uvnitfi nádoru. Zfiejmû nej-
snadnûj‰í bude proto uplatnûní protilátkové léãby buì ve
stádiu minimální reziduální nemoci u pevn˘ch nádorú, ane-
bo pfii léãbû leukémií (1).
Bunûãná pasivní imunoterapie rovnûÏ pro‰la sv˘m v˘vojem
a jejím klasick˘m klinick˘m pfiíkladem je vyuÏití tzv. LAK-
bunûk (lymphokine activated killers). Jedná se o heterogenní
populaci lymfocytÛ periferní krve aktivovan˘ch krátkodobou
kultivací v pfiítomnosti interleukinu-2 a poté zpûtnû aplikova-
n˘ch pfiíslu‰nému pacientovi. Uveden˘ postup vedl v nûkte-
r˘ch pfiípadech ke klinické odezvû u pacientÛ s melanomem
a karcinomem ledviny, tento v˘sledek ve ov‰em nepodafiilo
potvrdit v ‰ífieji koncipovan˘ch klinick˘ch studiích a celá tato
strategie byla v podstatû opu‰tûna. MoÏné imunologické
vysvûtlení fenoménu LAK-bunûk je v zásadû dvojí - jednak
aktivace NK- a NK T-bunûk, jednak aktivace cytotoxick˘ch
T-lymfocytÛ (IL-2 pfiedstavuje moÏn˘ kostimulaãní signál pro
aktivaci CTL a bylo prokázáno, Ïe tumor-infiltrující lymfo-
cyty nab˘vají schopnosti lyzovat nádorové buÀky aÏ po nûko-
likahodinové kultivaci v pfiítomnosti IL-2) (1, 20). Heterogenní
povaha LAK-populace ov‰em dosti ztûÏuje imunologickou
anal˘zu tohoto fenoménu.
Klinicky v˘znamn˘m pfiíkladem bunûãné antigen-nespeci-
fické pasivní imunoterapie je alogenní, resp. haploidentická
transplantace kostní dfienû ãi hematopoetick˘ch kmenov˘ch
bunûk pfii léãbû celé fiady zhoubn˘ch onemocnûní krevních
bunûk. Vykazují-li dárce a pfiíjemce transplantátu alelické roz-
díly v HLA-genech, zejména I.tfiídy, pak to mÛÏe vést jednak
k odhojení transplantátu tak, jako u tranplantací v‰ech ostat-
ních orgánÛ, nebo, specificky v pfiípadû transplantace kme-
nov˘ch bunûk krvetvorby, k reakci novû zrekonstruovaného
imunitního systému proti somatick˘m buÀkám pfiíjemce trans-
plantátu (graft vs. host disease - GvHD - reakce ‰tûpu proti
hostiteli). Tato reakce pfiedstavuje na jedné stranû v˘znam-
nou klinickou posttransplantaãní komplikaci, ov‰em podafií-
li se jí pfiekonat, sniÏuje se v˘raznû riziko pozdûj‰ího relapsu
leukémie (tzv.efekt graft vs. leukaemia - GvL). Toto zprvu
empirické pozorování se vysvûtluje tak, Ïe imunitní odpovûì
novû zrekostruovaného imunitního systému na bázi kmeno-
v˘ch bunûk dárce transplantátu aktivovaná alelick˘m rozdí-
lem v HLA-genech se také zamûfiuje proti reziduálním leuke-
mick˘m buÀkám, které pfieÏily chemo- a radioterapii
pfiedcházející vlastní transplantaci. Dvû bunûãné populace
jsou zfiejmû z hlavní ãásti odpovûdné za GvL-efekt - aktivo-
vané T-lymfocyty a NK-buÀky. Z hlediska CTL je GvL-efekt
vysvûtlován tak, Ïe v˘sledkem alelick˘ch rozdílÛ v prezen-
tujících HLA glykoproteinech je odli‰né spektrum prezento-
van˘ch peptidÛ polymorfních vnitrobunûãn˘ch proteinÛ, kte-
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ré se oznaãují jako tzv. minoritní histokompatibilní antigeny
(4, 20). Co se t˘ãe NK-bunûk, právû jejich v˘znam je v sou-
ãasnosti pfiedmûtem bedlivé anal˘zy a teoretick˘ základ jejich
vyuÏití pro GvL-efekt poskytla obecnû imunogenetická pfied-
ná‰ka, kterou na konferenci proslovil Dr. John Trowsdale
(Immunology Division, Department of Pathology, Universi-
ty of Cambridge).
Pro biologickou aktivaci NK-bunûk jsou klíãové receptory pro
MHC glykoproteiny I.tfiídy; u ãlovûka jsou tyto receptory kódo-
vány tzv. KIR-geny (killer immunoglobuline-like receptors),
pfiiãemÏ interakce s odpovídajícím HLA class I-ligandem pfied-
stavuje pro NK-buÀku prominentní negativní signál (tato kon-
cepce aktivace NK-bunûk se oznaãuje jako „missing self“).
Vedle tûchto inhibiãních receptorÛ jsou k dispozici rovnûÏ akti-
vaãní KIR, platí ov‰em, Ïe kaÏdá NK-buÀka exprimuje urãit˘
inhibiãní receptor a Ïe jím doruãen˘ negativní signál dominu-
je i v pfiípadû souãasného aktivaãního signálu. Na genetické
úrovni vykazují HLA-geny i KIR-geny fiadu pozoruhodn˘ch
paralel. V obou pfiípadech jsou geny uspofiádány do velk˘ch
genov˘ch clusterÛ - HLA-komplex na chromozomu 6p21 a LCR
(leukocyte receptor complex), jehoÏ sloÏkou je KIR-podkom-
plex, na chromozomu 19q13. V obou pfiípadech do‰lo ke znaã-
né diverzifikaci jak poãtu genÛ, tak na úrovni alelické boha-
tosti. Z evoluãního hlediska se zdá, Ïe tyto aspekty se bûhem
evoluce vyvíjely opakovanû a nezávisle - srovnání napfi. ãlo-
vûka a my‰i neumoÏÀuje kupfi. dedukovat ortologní geny pro
MHC geny I.tfiídy (neexistuje Ïádná sekvenãní homologie, kte-
rá by umoÏnila pfiifiadit HLA-A, -B a -C k my‰ím H-2K, -D
a -L genÛm) a je‰tû o poznání vût‰í druhová specificita existu-
je u KIR-genÛ. Tyto geny jsou u my‰i pfiítomny jen rudimen-
tárnû a jejich funkci plní strukturnû odli‰né geny rodiny Ly-49
- to je dÛkazem rychlé evoluce obou genov˘ch sestav. Podstatné
je rovnûÏ, Ïe HLA- a KIR-geny spolu na nûkolika úrovních
funkãnû interagují. Napfiíklad na genetické úrovni byla proká-
zána epistáze (tj. interaktivní, nikoli aditivní pÛsobení) v gene-
tické etiologii komplexní imunitních fenotypÛ, jako je napfi.
progrese AIDS a psoriatická artritida (21, 22).
Na úrovni v˘voje imunitního systému a z hlediska vysvûtle-
ní GvL-efektu je klíãov˘ jin˘ typ interakce. Jde o to, Ïe ale-
lická sestava HLA-genÛ I.tfiídy diktuje to, které konkrétní KIR-
geny budou klonálnû exprimovány NK-buÀkami tak, aby byla
naplnûna koncepce „missing self“. Jin˘mi slovy, populace
NK-bunûk kaÏdého jedince sestává z klonÛ, z nichÏ kaÏd˘
exprimuje urãitou typickou kombinaci KIR-genÛ, které sou-
bornû doruãují negativní signál pfii interakci s pfiítomn˘mi ale-
lick˘mi variantami HLA-glykoproteinÛ I.tfiídy - tímto zpÛso-
bem je zaji‰tûna tolerance na úrovni NK-bunûk (23). A odtud
pramení vysvûtlení úãasti NK-bunûk v GvL-reakci. Alelick˘
rozdíl v HLA-genech I.tfiídy (zejména HLA-B a HLA-
C genech) mezi pfiíjemcem a dárcem transplantátu, je-li tako-
vé povahy, Ïe NK-buÀky dárce nejsou inhibovány HLA-gly-
koproteiny pfiíjemce, vede k aktivaci NK-bunûk. Tato aktivace
je z dÛvodÛ, které nejsou dosud uspokojivû vysvûtleny, zamû-
fiena pfiedev‰ím vÛãi krevním buÀkám pfiíjemce (a nikoli ostat-
ním somatick˘m buÀkám jako je tomu u T-lymfocytÛ s v˘sled-
kem GvHD). To má nûkolik dÛsledkÛ. Za prvé se tím pfiímo
vysvûtluje GvL-efekt. Za druhé se tato aktivita rovnûÏ obra-
cí k reziduálním T-lymfocytÛm pfiíjemce transplantátu, ãímÏ
se sniÏuje pravdûpodobnost jeho odhojení, a za tfietí vÛãi anti-
gen-prezentujícím buÀkám pfiíjemce (zejm. dendritick˘m buÀ-
kám), které jsou nezbytné pro aktivaci T-lymfocytÛ trans-
plantátu v rámci GvHD, jejíÏ frekvence se tudíÏ také sniÏuje
- v‰echny tyto efekty byly klinicky prokázány u akutní mye-
loidní leukémie i samozfiejmû na experimentální úrovni
u my‰ího modelu tohoto onemocnûní. Zdá se tedy, Ïe typiza-
ce dárce a pfiíjemce transplantátu na vhodnou alelickou nesho-
du HLA-genÛ I.tfiídy a KIR-genÛ mÛÏe mít v˘znamné klinic-
ké uplatnûní (24-26).
Pasivní specifická bunûãná nádorová imunoterapie má v sou-
ãasnosti zejména podobu pokusÛ o adoptivní transfer defino-

van˘ch populací tumor-antigen-specifick˘ch cytotoxick˘ch
T-lymfocytÛ, napfiíklad v podobû izolace, in vitro expanze
a zpûtné aplikace tumor-infiltrujících lymfocytÛ (TIF) ãi z nich
odvozen˘ch bunûãn˘ch klonÛ tumor-reaktivních CTL. In vit-
ro expanze tûchto bunûk se vût‰inou provádí α-CD3 monok-
lonální protilátkou (coÏ simuluje antigenní signál zprostfied-
kovan˘ TCR) pfii kultivaci v pfiítomnosti IL-2. Tato in vitro
expanze je dnes metodicky dobfie zvládnutá a tímto zpÛsobem
je moÏné dosáhnout u o‰etfiovan˘ch pacientÛ jednorázovû vel-
mi vysok˘ch hladin tumor-reaktivních T-lymfocytÛ, zajisté
v˘raznû vy‰‰ích, neÏ je hladina dosaÏitelná aktivní imunizací
(20). Touto metodikou in vitro expanze a následného ado-
ptivního transferu se v nedávné dobû podafiilo dosáhnout
v˘znamn˘ch klinick˘ch úspûchÛ pfii léãbû pacientÛ s pokroãi-
l˘m metastazujícím maligním melanomem. Klinická odezva
byla ov‰em zaznamenána jen pfii adoptivním transferu krát-
kodobû expandovan˘ch TIF (tedy nikoliv pfii aplikaci ãist˘ch
bunûãn˘ch klonÛ), a to pacientÛm, u nichÏ byla tûsnû pfied ado-
ptivním transferem indukována lymfopénie krátkodobou inten-
zivní chemoterapií (kombinací cyklofosfamidu a fludarabinu).
Objektivní klinická odpovûì pfii tomto reÏimu adoptivního
transferu byla zaznamenána u 50% o‰etfien˘ch pacientÛ, coÏ
je v˘sledek nikdy nedosaÏen˘ jakoukoli terapeutickou vakci-
nací (27).
Za ním stojí pravdûpodobnû nûkolik nezávisl˘ch imunolo-
gick˘ch fenoménÛ. PouÏití krátkodobû expandované hetero-
genní smûsi tumor-infiltrujících lymfocytÛ je pravdûpodob-
nû spojeno s nízkou mírou vyãerpání vnitfiního proliferaãního
potenciálu bunûk. Bylo rovnûÏ prokázáno, Ïe tato heterogenní
TIF-populace obsahuje jak CD8+ tak i CD4+ T-lymfocyty
a lze tudíÏ pfiedpokládat, Ïe v tomto pfiípadû se aplikují akti-
vované cytotoxické i pomocné lymfocyty, jejichÏ koopera-
ce je nutná pro krátkodobou i dlouhodobou imunitní odpo-
vûì; v této souvislosti není pfiekvapující velmi nedávné
sdûlení, Ïe adoptivnû pfienesené CTL diferencují aÏ v pamû-
Èové cytotoxické T-lymfocyty (29). Obdobná aplikace klo-
novan˘ch vysoce afinitních CD8+-CTL musí b˘t logicky spo-
jena s daleko vût‰í úrovní in vitro expanze (s moÏn˘mi
dÛsledky napfiíklad v podobû pfiíblíÏení se senescenãnímu
limitu) a nijak nefie‰í otázku pomocn˘ch T-lymfocytÛ. Indu-
kovaná lymfopénie pak pravdûpodobnû pÛsobí na úrovni tzv.
homeostatické proliferace, tj. pomûrnû málo definovaného
pfiirozeného regulaãního mechanismu udrÏujícího fyziolo-
gické hladiny periferních lymfocytÛ. Jednou ze sloÏek této
homeostatické regulace mÛÏe b˘t kompetice o limitní kon-
centrace prorÛstov˘ch cytokinÛ (IL-2, IL-7, IL-15) - v tom-
to pfiípadû si lze pfiedstavit, Ïe cílená redukce endogenního
imunitního systému pfied vlastním adoptivním transferem
udûlí kompetitivní v˘hodu pfiená‰en˘m lymfocytÛm. V kaÏ-
dém pfiípadû pouze uvedená kombinace krátkodobû expan-
dovan˘ch tumor-infiltrujících lymfocytÛ a lymfopenického
pfiíjemce tûchto lymfocytÛ zaji‰Èuje dlouhodobou perzisten-
ci (po fiadu mûsícÛ) vysok˘ch hladin (aÏ 70 % v‰ech lymfo-
cytÛ periferní krve) aktivovan˘ch antitumorov˘ch lymfocy-
tÛ, která s sebou nese klinickou odpovûì (27, 28).
Zajímavou moÏnost dal‰ího v˘voje pasivní bunûãné imunote-
rapie shrnul ve svém pfiíspûvku Dr. Michael I. Nishimura
(Department of Surgery, University of Chicago, Chicago). Jed-
ná se o strategii cíleného smûrování imunitní odpovûdi tran-
sferem α- a β-genÛ pro T-bunûãné receptory specifick˘ch pro
Ïádan˘ nádorov˘ antigen. Jde tedy o to klonovat geny pro T-
bunûãné receptory vykazující vysokou specificitu a afinitu vÛãi
prezentovan˘m peptidov˘m epitopÛm daného nádorového
antigenu, tyto geny vsunout do retrovirov˘ch vektorÛ a tyto
vektory pouÏít pro genovou manipulaci vlastních paciento-
v˘ch lymfocytÛ. Zdrojem vhodn˘ch TCR-genÛ mohou b˘t
tumor-infiltrující lymfocyty ãi napfiíklad HLA-transgenní my‰i
po pfiíslu‰né imunizaci. Ty jsou zejména v˘hodné pro izolaci
vysoce afinitních TCR vÛãi self-antigenÛm (coÏ je znaãná ãást
tumor-asociovan˘ch antigenÛ), protoÏe v tomto pfiípadû lze
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pfiedpokládat, Ïe T-buÀky nesoucí vysoce afinitní TCR budou
deletovány z periferního repertoáru ãlovûka (30). Dr. Nishi-
mura v této souvislosti prezentoval nanejv˘‰ pozoruhodn˘
nález, a to identifikaci TCR specifického pro peptid tyroziná-
zy (368-376, restrikce HLA-A2), izolovaného z klonu CD4+T-
lymfocytÛ z TIF-populace maligního melanomu (31). Jedná
se tedy o v˘jimeãn˘ pfiípad TCR exprimovaného CD4+T-lym-
focyty a pfiesto rozeznávající peptid v kontextu prezentace
HLA molekulami I.tfiídy. Tento nález otevírá cestu k jedné vel-
mi zajímavé praktické moÏnosti a k celé fiadû experimentál-
ních aplikací.
Afinita pfiíslu‰ného TCR vÛãi komplexu daného peptidu a pre-
zentující molekuly HLA-A2 je zjevnû tak velká, Ïe je scho-
pen efektivní interakce s nádorov˘m epitopem i bez pfiítom-
nosti koreceptoru, tj. CD8 (exprimovan˘ CD4 se nemÛÏe
v kontextu HLA molekul I.tfiídy uplatnit). Lze si tudíÏ pfied-
stavit moÏnost, Ïe by mohlo dojít k souãasné interakci nádo-
rové buÀky s adoptivnû podan˘mi geneticky manipulovan˘-
mi CD4+T-lymfocyty vybaven˘mi tímto TCR a endogenními
tumor-specifick˘mi CD8+ CTL, a v tomto pfiípadû by k akti-
vaci protinádorové bunûãné imunitní odpovûdi mohlo dojít
pfiímo v prostfiedí nádoru, ponûvadÏ tyto geneticky modifi-
kované CD4+T-lymfocyty by pfiímo zde mohly uplatnit svo-
ji pomocnou funkci.
Z experimentálních aplikací je celá oblast manipulace lymfo-
cytÛ TCR-geny propÛjãujícími známou antigenní specificitu
a afinitu velmi vhodná pro anal˘zu vzájemného vztahu afini-
ty (tj. síly molekulární interakce mezi TCR- a MHC-komple-
xy), avidity (vyjadfiující celkovou sílu interakce mezi CTL
a cílovou nádorovou buÀkou, která je funkcí exprimovan˘ch
koreceptorÛ, afinity a hladiny exprese interagujících TCR-
a MHC-komplexÛ) a fenoménu aktivací-indukované bunûãné
smrti (AICD - activation induced cell death). Podstatou AICD
je skuteãnost, Ïe pfiíli‰ siln˘ signál doruãen˘ TCR-komplexem
indukuje v pfiíslu‰ném T-lymfocytu apoptózu, a pro zámûrné
programování T-lymfocytÛ transferem TCR-genÛ je samo-
zfiejmû kriticky v˘znamné znát optimální úroveÀ afinity
a expresní hladiny vnesen˘ch TCR-genÛ, která by zaji‰Èovala
maximální specificitu a aviditu vÛãi cílov˘m nádorov˘m buÀ-
kám, ale je‰tû neindukovala AICD.

Klinické pouÏití interferonÛ a ostatních cytokinÛ
RÛzné cytokiny jsou souãástí fiady protokolÛ aktivní i pasivní
imunoterapie, jak je v jednotliv˘ch konkrétních pfiípadech uve-
deno v˘‰e, vedle toho ov‰em existují protokoly samostatného
farmakologického pouÏití nûkter˘ch cytokinÛ. Nejroz‰ífienûj-
‰í jsou v tomto ohledu interferony, zejména interferony-α,
a interleukin-2. Pfiímé farmakologické nasazení cytokinÛ nemá
zdaleka tak obecn˘ charakter jako je tomu u ostatních imuno-
terapeutick˘ch postupÛ a t˘ká se pouze nûkolika typÛ nádorÛ
- vedle nûkolika hematologick˘ch nádorov˘ch onemocnûní jde
z pevn˘ch nádorÛ zejména o karcinom ledviny a maligní mela-
nom, u IL-2 i o hepatocelulární karcinom.
Léãebné pouÏití samotného IL-2 je principiálnû totoÏné s jeho
adjuvantním uplatnûním v protokolech terapeutické vakcina-
ce ãi adoptivního transferu efektorov˘ch bunûk, jedná se tedy
o pokus obecnû aktivovat imunitní systém. JiÏ pfiede‰le cito-
vané pfiíklady dokládají ov‰em, Ïe IL-2 se nijak nevymyká
z obecn˘ch dvou principÛ fungování cytokinÛ - redundance
a pleiotropie, tj. fiada fenotypick˘ch efektÛ IL-2 je taktéÏ deter-
minována dal‰ími cytokiny, aÈ uÏ nezávisle ãi v kooperaci,
a IL-2, jakoÏto kaÏd˘ jin˘ cytokin, má fiadu rÛzn˘ch a nûkdy
i protichÛdn˘ch efektÛ na rÛzné populace leukocytÛ; jeho sou-
ãasné postavení v mechanismech aktivace efektorové odpo-
vûdi i tolerance bylo jiÏ pfiede‰le popsáno. Lze proto jen zopa-
kovat závûr, kter˘ byl na stránkách tohoto ãasopisu jiÏ uãinûn,
Ïe samostatné podávání imunomodulaãních cytokinÛ bude
vÏdy tak trochu sázkou do loterie, ponûvadÏ klinická odezva
bude vÏdy velmi závislá na velmi jemn˘ch odstínech stavu
a míry aktivace imunitního systému o‰etfiovaného pacienta,

a to jak na systemické úrovni, tak na úrovni léãeného nádoru,
pfiiãemÏ je velmi obtíÏné tyto aspekty v potfiebné mífie analy-
zovat pfied zahájením terapie (32).
Postavení interferonÛ je v tomto ohledu ponûkud odli‰né. Bio-
logick˘ úãinek interferonÛ zahrnuje totiÏ jak imunomodulaã-
ní pÛsobení, v nûkter˘ch ohledech analogické interleukinu-2,
ov‰em jeho souãástí je rovnûÏ pfiím˘ efekt na somatické buÀ-
ky. Receptory interferonÛ (zejména typu α/β) jsou ‰iroce tká-
Àovû distribuovány a mezi pfiímé biologické efekty na úrov-
ni somatick˘ch bunûk patfií napfi. inhibice proliferace, indukce
diferenciace a inhibice angiogeneze. Signál doruãen˘ inter-
ferony je buÀkou zpracováván v pomûrnû velmi komplexní
podobû na nûkolika úrovních, jejichÏ podrobn˘ popis pfiesa-
huje rámec tohoto ãlánku - primární signál je z bunûãného
povrchu do jádra pfievádûn transdukãní drahou JAK-STAT,
mezi takto novû exprimovan˘mi geny se ov‰em nalézají geny
pro dal‰í transkripãní faktory, jako je rodina transkripãních
faktorÛ IRF, dále PML a CIITA, které propagují interferono-
v˘ signál v rámci sekundární transkripãní odpovûdi (33, 34).
Mezi geny aktivovan˘mi interferonem je i klasick˘ tumoro-
v˘ supresorov˘ gen p53, a to jak v rámci primární odpovûdi
(35), tak prostfiednictvím faktoru PML (36, 37), vedle toho
byl pfiím˘ tumorov˘ supresorov˘ úãinek popsán i pro prote-
in IRF-1 (38). Interefony vedle toho standardnû zvy‰ují expre-
si HLA genÛ I.tfiídy. Interferonov˘ signál má ov‰em na druhé
stranû za následek i represi specifick˘ch genÛ, mj. genu pro
vaskulární endotelov˘ rÛstov˘ faktor-1, odkud se pravdûpo-
dobnû odvozuje jeho inhibiãní úãinek na nádorovou angio-
genezi (39).
Maligní melanom je nádor, u kterého je IFNα pfiímo farma-
kologicky pouÏíváno (40) a molekulární podstata tohoto far-
makologického pÛsobení interferonÛ byla pfiedmûtem pfiís-
pûvku Dr. Józsefa Tímára (National Institute of Oncology,
Budapest). Cílem bylo identifikovat geny, jejichÏ exprese
zakládá v klinické praxi velmi heterogenní odezvu na apli-
kaci interferonÛ. Po metodické stránce projekt zahrnoval
identifikaci a porovnání souboru aktivovan˘ch a reprimova-
n˘ch genÛ kultivovan˘ch bunûãn˘ch populací kryjících celou
‰kálu v˘voje a progrese melanomu (normální kultivované
melanocyty, melanomové bunûãné linie odpovídající rÛzn˘m
stádiím nádorové progrese - primární vs. invazivní vs. metas-
tatické - a rÛzn˘m úrovním rÛstové senzitivity na interfero-
nov˘ signál - senzitivní vs. rezistentní). Projekt dosud nebyl
publikaãnû dokonãen a proto není moÏné uvést detailní v˘ãet
zji‰tûn˘ch diferenciálnû exprimovan˘ch genÛ. Dva nálezy
ov‰em stojí za zdÛraznûní - zjistilo se, Ïe IFNα reprimuje
expresi genu pro MART-1/Melan A a souãasnû zvy‰uje
expresi genu pro multilékovou rezistenci MDR-1. Tyto nále-
zy jsou velice zajímavé z hlediska diskuse, jaká forma násled-
né terapie by byla nejv˘hodnûj‰í v pfiípadû, Ïe dan˘ melanom
vykazuje rezistenci vÛãi interferonu. Aktivace MDR-1-genu
dopfiedu diskvalifikuje chemoterapii, ov‰em jak represe
MART-1/Melan A-genu, tak aktivace MDR-1-genu spolu
s aktivací HLA-genÛ I.tfiídy by bylo potenciálnû moÏné
s v˘hodou vyuÏít pro následnou specifickou imunoterapii.
MDR-1-pumpa totiÏ podle v‰eho zvy‰uje sekreci cytokinÛ,
vãetnû IL-2 (41), coÏ by mohlo pfiispût k vytvofiení vhodné-
ho mikroprodtfiedí pro aktivaci imunitní odpovûdi. Je‰tû
v˘znamnûj‰í se zdá nález represe MART-1/Melan A-genu.
Jedná se totiÏ o imunodominantní liniovû-specifick˘ antigen,
tzn. Ïe je exprimován uÏ na melanocytech, T-lymfocyty namí-
fiené proti nûmu musí b˘t tudíÏ fyziologicky pfiedmûtem
mechanismÛ tolerance, zároveÀ ov‰em, vzhledem ke své imu-
nodominanci, diktuje specificitu imunitní odpovûdi a zasti-
Àuje pozdûj‰í melanomovû-specifické antigeny. Represe
tohoto genu následkem pfiedchozí interferonové terapie by
tudíÏ mohla b˘t velmi v˘hodná právû z pohledu zru‰ení této
imunodominance, coÏ by mohlo otevfiít dvefie k v˘voji a uplat-
nûní nov˘ch melanomovû-specifick˘ch vakcín s lep‰í vyhlíd-
kou na klinickou odezvu.
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