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Souhrn: Diivodem vyuZiti bunék imunitniho systému k 1é¢bé nddorového onemocnéni je imunogenni povaha nadorovych
bunék. Buriky imunitniho systému jsou schopny rozpoznat nadorové buiiky a v kone¢ném dusledku je znicit. Cilem tohoto sdé-
leni je ukazat strucny prehled moZnosti a soucasnych klinickych zkuSenosti s timto novym zptsobem protinddorové 1écby,
zejména pak adoptivni imunoterapie s vyuZitim antigen specifickych T lymfocytu.
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Summary: The rationale for the use of immune system cells to fight cancer is the immunogenicity of tumor cells. Immune sys-
tem cells are capable to recognize and finally kill the tumor cells. The aim of this article is to review the possibilities and recent
clinical experience with this novel anticancer treatment, namely with adoptive immunotherapy using antigen specific T cells.
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Uvod

Bunécnd imunita hraje klicovou roli pfi ochrané€ organismu pro-
ti nddorovému onemocnéni. Buné¢nd imunoterapie spociva
v podédni bunék imunitniho systému s protinddorovou aktivi-
tou jedinci postizenému nidorovym onemocnénim. Uspé&ch
bunécné terapie zalezi na typu podanych bunék, jejich scho-
nosti cilen€ zasdhnout nddorovou tkan a schopnosti obejit tole-
ranci aimunosupresi vyvolanou nddorem (1). PiestoZe vetSina
studii byla provedena na mySich modelech, nékolik terapeu-
tickych pfistupt jiZ prokazalo acinnost v klinickych studiich.
Ruzné druhy bunék jsou schopny rozpoznat nddor a véstk jeho
zniCeni. Nespecificky protinddorovy potencidl byl potvrzen
uNK bunék (NK=natural killer=pfirozeny zabijec¢), LAK bunék
(lymphokine activated killer=lymfokiny aktivovany zabijec)
a aktivovanych monocyti/makrofagt. Specificky protinddo-
rovy uc¢inek zprostiedkovany antigen-prezentujici butikou
(APC) byl prokazan u CD4* a CD8* T lymfocytt. Studie vyu-
Zivajici dendritickych bunék jako vakciny v imunoterapii nddo-
10 presahuji rozsah tohoto sdéleni a nebudou proto zminény.

Nespecificka bunééna imunoterapie

Cilem nespecifické bunécné imunoterapie je posileni protin-
dorové imunity nezavisle na specifickych nidorovych antige-
nech. Pivodni koncept pochdzi od Coleyho, ktery popsal regre-
si solidnich nadort po injekci bakteridlnich toxint s cilem
stimulace imunitniho systému (2). Obvyklym postupem je kul-
tivace efektorovych bunék ex vivo s latkami, které aktivuji nebo
posiluji jejich protinddorovy tcinek. Vyhodou nespecifické
bunécné terapie je: 1) mozZny ucinek na Siroké spektrum nado-
rt; 2) efektorové butiky mohou byt aktivovany a expandova-
ny ex vivo aktivacnimi latkami, které jsou jinak piili§ toxické
in vivo; 3) aktivované efektorové buiiky jsou injikovény pfi-
jemci v dobé&, kdy je predpokladén jejich optimalni uc¢inek
(napt. v dobé& persistence minimalni rezidudlni nemoci po
uspésné indukeni protinddorové terapii) (1,3).

LAK buiiky
LAK buriky jsou lymfocyty expandované ex vivo pomoci inter-

leukinu IL-2. Na mySich modelech s B16 melanomem bylo
prokdzéano prodlouZené preZiti po infizi LAK bunék (3). V kli-
nickych studiich byla terapie LAK butikami se soucasnym
podanim IL-2 nejispé$néjsi u melanomu a karcinomu ledvi-
ny, avSak tento pfistup nepfinesl lepsi vysledky neZ podéani
samotného IL-2 (4).

NK buriky

NK buiiky hraji vyznamnou roli v protinddorové imunité
a odvrhnuti allogenni transplantované tkdn¢é vzhledem ke
schopnosti likvidovat butiky s nedostate¢nou expresi vlastnich
antigenl histokompatibility (MHC) 1. tfidy. Studie na mysich
modelech postradajicich T lymfocyty ukazaly, Ze NK buiiky
jsou schopny rejekce primdrniho nadoru a vyznamné reduku-
ji metastaticky potencidl nddorovych bunék (5). Novym
poznatkem s moznym klinickym vyuZitim je zjiSténi, Ze akti-
vované NK buiiky dirce mohou inhibovat potransplantacni
reakci $tépu proti hostiteli po allogenni transplantaci kostni
dfené, a pfitom si uchovavaji schopnost reakce St€pu proti
nadoru (6,7).

Aktivované monocyty/makrofdgy

Imunoterapie s vyuZitim monocyti/makrofagi aktivovanych
in vitro interferonem gama je zaloZena na studiich prokazuji-
cich regresi podkoZnich nadori na my$ich modelech (8).
Monocyty jsou snadno dostupné, v klinickych studiich byly
velmi dobfe tolerovéiny. PrestoZe nebyly dosud doloZeny kom-
pletni nebo parcidlni odpovédi, nékteré studie prokdzaly zasta-
veni nddorového ristu, nekrézu nddorové masy, redukci asci-
tu a zmirnéni chemorezistence nadoru (8-10). Tumor
nekrotizujici faktor alfa je zfejmé hlavnim cytokinem aktivo-
vanych monocyti/makrofagi zodpovédnym za protinadoro-
vou aktivitu (5).

Specificka bunééna imunoterapie

Adoptivni imunoterapie s vyuZitim specifického pfevodu
bunék predstavuje nové moznosti cilené 1écby mnoha one-
mocnéni véetné zhoubnych nidori. Pfevod bun€k imunitniho
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systému s protinddorovou aktivitou miZeme rozdélit pfinej-
men$im do dvou kategorii: tumor infiltrujici lymfocyty (TIL)
a antigen-specifické lymfocyty.

Tumor infiltrujici lymfocyty

TIL jsou lymfocyty ziskané pfimo z nddorové tkan€ a kulti-
vované in vitro za ptitomnosti IL-2. Na my$ich modelech s riiz-
nymi typy lidskych nadorid (karcinom, melanom, sarkom) byl
prokazan nadorové specificky cytotoxicky ucinek TIL (3),
avSak pouZiti TIL v klinickych studiich nepfineslo ocekavané
vysledky. Snahy o kultivaci bunécnych linii TIL byly pouze
CasteCné uspéSné, nebot vétSina té€chto linii nebyla dostatené
specifickd vi¢i nddorovym buiikdm in vivo (11). Pouze paci-
enti s melanomem a karcinomem ledviny vykazovali zlepSe-
ni léCebné odpovédi, pravdépodobné vzhledem k tomu, Ze tyto
nadory jsou vice imunogenni (12,13). 34-38% pacientil
s metastatickym melanomem vykazovalo objektivni 1é¢ebnou
odpovéd (OR) nezévisle na predchozi chemoterapii. LéCebny
efekt pretrvaval zpravidla nékolik mésict (3,4,11,12). Néko-
lik studii dokumentovalo OR u pacientl s karcinomem ledvi-
ny. Podle pouZitého protokolu stimulace TIL interleukinem
IL-2 byla OR dosaZena u 20% pacienti (13), pfi pouziti CD8*
TIL aZu43% (14). Dalsi studie testujici optimalni vyuZiti TIL
probihaji.

Antigen specifické lymfocyty

Na rozdil od TIL, jejichZ podani je zavislé na vysokych dav-
kach IL-2 s fadou nezadoucich uc¢inku (13), pfedstavuje poda-
ni lymfocyti, které by byly schopny specificky rozpoznat
nadorové antigeny, moZnost cilené zasdhnout nddorové buii-
ky. NiZe uvedené preklinické i klinické studie v poslednim
desetileti jsou toho diikazem. Spolu se zavedenim metod, kte-
ré umoZiiuji izolaci genil kodujicich antigeny rozpozndvané
T lymfocyty, bylo vyvinuto n€kolik technologii pouZitelnych
k detekci naddorovych antigenti. Boon a spol. (15) jako jeden
z prvnich popsal metodiku identifikace klont cytotoxickych
T lymfocyth (CTL) izolovanych od pacientli s nddorovym one-
mocnénim, kterd spociva v transfekci autolognich bunék
sekvencemi z cDNA knihovny vytvofené z RNA z autolog-
nich naddorovych bunék. CTL byly schopny rozpoznat a cile-
né znicit buriky transfekované cDNA kédujici nddorovy anti-
gen (15). Dalsi zptsob, jak urcit nddorové antigeny, spociva
v sérologické analyze proteint pfipravenych z rekombinant-
nich cDNA knihoven (SEREX). Sérum pacientil s nidorem je
pouZito k detekci proteinli exprimovanych bakteriemi trans-
fekovanymi nadorovou cDNA (16). Nejnovéjsi technologii
uspésné pouzitelnou k identifikaci nadorovych antigent pred-
stavuji ,,DNA Cipy* (pracujici s kompletni kédujici sekvenci

patfi¢nych gentl) a jejich modifikace ,,microarrays* (vyuZiva-
jici pouze nékolika oligonukleotidii odvozenych z kodujici
sekvence). Pravé jejich pomoci je mozZno stanovit profil geno-
vé exprese nddoru a identifikovat geny kdédujici potencidlni
nddorové antigeny (17-19). Cilem je nalézt takovy nddorovy
antigen, ktery by byl: a) intenzivné exprimovén nadorovou
buiikou; b) hral nepostradatelnou dlohu v procesu karcinoge-
neze, a to nejlépe v asnych stidiich; c) obsahoval co nejvice
imunogennich epitopil s vysokou afinitou k HLA systému (exi-
stuje fada komer¢né i vefejné dostupnych databazi a progra-
mu ke stanoveni predikce HLA afinity) (20).

Antigenni epitopy rozpoznivané CTL jsou odvozeny z prote-
inll tumorigennich viri, mutovanych autolognich proteintl,
nadmérné exprimovanych proteinli nebo embryonélnich pro-
teini, které jsou normalné pfitomny pouze v urcité fazi onto-
geneze. Prehled vybranych antigeni je uveden v tabulce €. 1.
Existuje mnoho pfistupi, jak vyuZit nddorové antigeny v kli-
nické praxi. Pacienti mohou byt imunizovani DNA, RNA, pro-
teiny nebo peptidy odvozenymi z téchto antigenti. Lymfocy-
ty imunizovanych pacientll izolované z periferni krve nebo
z lymfatické uzliny drénujici misto vakcinace mohou byt déle
manipuloviny a expandovany in vitro ve smyslu selekce CTL
s vysokou specifitou k danému nddorovému antigenu, pripad-
né geneticky modifikovany napt. genetickym transferem risto-
vych faktorti (genu pro IL-2) nezbytnych pro dlouhodobé pre-
Ziti CTL po infazi in vivo (23,24).

PfestoZe bylo nalezeno velké mnoZstvi nadorovych antigent,
které za idedlnich in vitro podminek vedou ke vzniku proti-
nadorové reagujicich T lymfocyti, nelze o¢ekavat, Ze vSech-
ny budou tGspésné pfi 1é¢bé nadort in vivo. Existuje mnoho
divodi pro¢ T lymfocyty specificky reaktivované in vitro
selhavaji v protinddorovém efektu in vivo (25-27). Nékteré
mechanismy jsou uvedeny v tabulce €. 2. Tyto limitace je nut-
no brat v potaz pii sestavovani klinickych studii, které v sou-
Casné dobé teprve hledaji své misto vedle standardnich 1é¢eb-
nych postupt.

Dosavadni klinické zkuSenosti s CTL

Nejlepsich klinickych vysledki bylo dosazeno v prevenci a 1é¢-
bé virem-asociovanych nddorovych onemocnéni. Infekce
Epstein-Barrové virem (EBV), kde replikace EBV je kontro-
lovéna specifickymi CTL, miZe zpiisobovat potencidlné letal-
ni imunoblasticky lymfom u pacientd po alogenni transplan-
taci kostni dfené s depleci darcovskych T lymfocyti (28).
Adoptivnim pfevodem anti-EBV specifickych darcovskych
CTL Ize dramaticky sniZit incidenci EBV infekce po trans-
plantaci. U 39 détskych pacienti, ktefi byli povaZovani za vel-

Tab. 1: Antigeny stimulujici specifickou protinadorovou buné¢nou imunitu (21,22).

Vznik/povaha nadorového antigenu Oznaceni

Typ nadoru

Produkt virového genu u malignit asociovanych
s virovou infekci

HPV E6 a E7 proteiny
EBV LMP-1, EBNA-1 proteiny

Karcinom déloZniho krc¢ku
Hodgkinova nemoc,
nasofaryngedlni karcinom

Mutované geny nebo specifické chromozomalni p21 ras

prestavby BCR/ABL
PML/RARA
ETV6/AMLI1

Beta katenin, MUM-1

Cca 10% vSech nadorti

Chronické4 myeloidni leukémie
Akutni promyelocytarni leukémie
Pre-B akutni lymfoblasticka leukémie
Maligni melanom

nejsou exprimovany

EWS/FLI-1 Ewinglv sarkom
PAX-3/FKHR Alveolarni rhabdomyosarkom
Nadmérné exprimované produkty normalnich genti Telomeraza Cca 85% vSech nadora
Her-2/neu Karcinom prsu
n-myc Neuroblastom
WT-1 Akutni leukémie
Tkanove specifické produkty normélnich gent Tyrosinaza, melan A, gp100, Maligni melanom
TRP-1,TRP-2
Produkty normélnich gen, které v dospélosti MAGE, BAGE, Maligni melanom a dal$i epitelidlni nddory

GAGE, RAGE, NY/ESO proteiny

Idiotypové proteiny

Imunoglobulinové fetézce

B non-Hodgkinsky lymfom, mnohocetny myelom
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Tab. 2.: Moznosti selhédni protinadorového efektu specifickych T lym-
focyta.

Faktory zavislé
na niadorové burice
a jejim okoli

o Ztrita nddorového antigenu mutaci ¢i deleci

o SniZeni exprese nadorového antigenu

¢ Maskovéni nddorového antigenu jinym
proteinem

o Produkce imunosupresivnich cytokini
(IL-10, TGF-f*)

¢ Modulace nddorové vaskulatury

Faktory zavislé o Interference pfi zpracovani a prezentaci

na zpracovani nadorového antigenu nddorového antigenu
nadorového antigenu| APC

o Chybéjici kostimulace

Faktory zavislé o Navozeni anergie tumor-reaktivovanych

na T lymfocytu T lymfocyt
o Ztrata T lymfocyt exprimujicich
vysokoafinni TCR**
Jiné faktory o Navozeni apoptézy nddorove specifickych

lymfocyti
o Eliminace nadorové specifickych lymfocyti

*TGF- = transformujici rastovy faktor beta
**TCR = T-cell receptor (T lymfocytarni receptor)

mi rizikové z hlediska indukce potransplanta¢niho EBV lym-
fomu, byl aspésné proveden prevod darcovskych anti-EBV
CTL. Tyto EBV-specifické lymfocyty piezily v t€le pfijemct
a7z 18 tydnt a zabranily vzniku lymfomu u vSech takto 1éce-
nych pacientl. Navic dva pacienti s jiZ rozvinutym potrans-
plantacnim EBV lymfomem se dostali do kompletni remise po
infazi EBV-specifickych CTL (28). Tyto povzbudivé vysled-
ky ukazuji, Ze bunécn4 terapie vyuZivajici EBV-specifické
bunécné linie T lymfocytl miZe byt s vyhodou pouZita k 1é¢-
bé dalSich malignit asociovanych s EBV, jako naptiklad naso-
faryngedalni karcinom a EBV-pozitivni Hodgkinsky lymfom.
Roskow a spol. (29) 1éCil tfi pacienty s rezistentnim, nékoli-
krét relabovanym, Hodgkinskym lymfomem pomoci autolog-
nich EBV-specifickych CTL. CTL perzistovaly po vice nez 13
tydni po infdzi, potencovaly imunitni odpovéd pacienta vici
EBYV a uchovaly si silny protivirovy efekt in vivo.

DalSim tsp&chem protivirové bunétné imunoterapie je adoptivni
transfer CTL specifickych k cytomegaloviru (CMV). Zivot
ohrozujici CMV nemoc se objevuje u pacientil po alogenni trans-
plantaci a koreluje s absenci CMV-specifickych T lymfocyti
(30,31). Adoptivni pfevod CMV-specifickych CTL kloni izo-
lovanych od dérce transplantétu je schopen restaurovat imuni-
tu viici CMV. Inftize a7 10%/m2 CD3+ CTL byla podana 14 paci-
entlim s vysokym rizikem potransplantacni CMV nemoci. Lécba
darcovskymi CTL nebyla spojena s Zadnou toxicitou a CMV-
specifické CTL perzistovaly déle nez 12 tydnt. U Zadného z tak-
to léCenych pacientt nedoslo k rozvoji CMV infekce po trans-
plantaci (30). Povzbudivé vysledky pfinesla také studie
s pfenosem HIV-1-specifickych CTL tfem HIV-1 pozitivnim
pacientim. Podané CTL si uchovaly lytickou funkci, akumulo-
valy se v lymfatickych uzlinich v oblastech priléhajicich k HIV-
1 infikovanym buiikdm a do€asné sniZily hladinu cirkulujicich
infikovanych CD4* T lymfocyti (32).

V3echny vySe zminéné klinické studie s adoptivnim pfevodem
virové-specifické imunity ukazuji vysokou efektivitu a speci-
ficitu s minimem vedlejSich tcink. Mohou slouZit jako pfi-
klad pro imunoterapeutické protokoly zameéfené specificky na

nadorové antigeny. CTL mohou byt senzitizovany in vivo nebo
in vitro celymi nddorovymi butikami, jejich lyzaty, nadorové-
specifickymi proteiny Ci peptidy. Vybér individualnich kloni
T lymfocytt s vysokym stupném specificity vici vhodnému
niddorovému antigenu miiZe vyznamné zlepsit klinicky 1éceb-
ny vysledek, jak bylo ukdzano v n€kolika preklinickych stu-
diich (23,24). Dalsi studie na mySich modelech ovéfily pies-
né definované nddorové-specifické antigeny, které 1ze vybrat
pro klinickou studii. Tyto studie také poukézaly na vztah mezi
in vitro aviditou T lymfocytd k nddorovému antigenu a efek-
tivitou adoptivniho transferu in vivo (24,33). Dudley a spol.
(34) na zdklad€ preklinickych testi provedl klinickou studii
u 13 pacientli s metastatickym melanomem vyuZivajici bunéc-
nou linii CTL specifickou vici peptidu gp100 (viz Tab.1). Pfes-
toZe tato studie postradala vyznamnéjsi klinickou efektivitu
u téchto znacné predlécenych pacientl (jeden pacient dosahl
minoritni odpovédi ajeden pacient dosdhl smiSené odpovédi),
ukdzala moZnost in vitro kultivace a nésledné expanze CTL
specifickych k jasné definovanému niddorovému antigenu.
Infuze CTL nebyla spojena s vaZnymi vedlej$imi tcinky. CTL
podlehly zdhy apoptdze, nebot jiz za dva tydny po inftzi neby-
ly detekovatelné v t€le pacientd, coZ je nékolikanasobné krat-
§i doba, nez po jakou byly detekovény virus-specifické CTL
ve vySe zminénych studiich (28-31). Pfiprava dostatecného
mnoZstvi tumor-specifickych CTL, které budou schopny pie-
Zit dostate¢né dlouhou dobu v téle hostitele predstavuje v sou-
Casné dobé znacnou prekazku pro uplatnéni této nové 1écebné
strategie.

Alogenni transplantace kostni diené a reakce $tépu proti
nddoru

Alogenni transplantace kostni dfené (TKD), ktera je pouZiva-
na k 1é¢bé€ zejména hematologickych malignit, pfedstavuje
znac¢ny imunoterapeuticky potencidl oznacovany jako reakce
$tépu proti leukemii/nddoru (GVL/GVT=graft-versus-leuke-
mia/tumor) (35,36). Limitujicim faktorem alogenni TKD je
zpravidla reakce St€pu proti hostiteli (GVHD=graft-versus-
host disease), kterd velmi Casto provazi GVL (37). Prikladem
existence GVL efektu je uspéSnd 1écba relapsu (u 70-80 % paci-
entil) chronické myeloidni leukémie po TKD dércovskymi
lymfocyty (38). Podobny efekt byl popsan u pacient s akut-
ni myeloidni leukémii, chronickou lymfatickou leukémii
a nékterych non-hodgkinskych lymfomi (39,40). Soucasny
vyzkum je orientovan na nalezeni linii ¢i klon?i darcovskych
T lymfocytt zodpovédnych za GVL/GVT, které by postrada-
ly reaktivitu ve smyslu GVHD (40,41).

Zavér

Jak jsme ukézali na nékolika ptikladech, buné¢nd protinddo-
rova imunoterapie si postupné€ za¢ind budovat misto vedle stan-
dardnich 1écebnych postupti v onkologii. Pfispély k tomu
zejména nové poznatky z oblasti zdkladni imunologie, naddo-
rové imunobiologie, molekuldrni biologie a rozvoj novych bio-
technologii. Podobné jako kaZdd nova metoda, prochézi
i bunéénd imunoterapie dramatickymi zménami v metodic-
kych pfistupech; hlavni cil v§ak zistdvd neménny: porozumét
avhodné vyuzit potencial imunitniho systému pfi1é¢bé zhoub-
ného nadorového onemocnéni. Jak vyplynulo z textu, hlavni
z4jem je v soucasné dob€ vénovan antigen specifickym T lym-
focytim.
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