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EDITORIAL

Editorial

Vazeni ¢tendfi,

Uspéchy, které v soucasnosti zaznamendvame s protinadorovou lécbou inhibitory kontrolnich bodd imunitni reakce, T lymfocyty
s chimérickymi antigennimi receptory nebo protinddorovymi vakcinami, dodavaji ndm i pacientlim potiebnou viru na cesté, kte-
rou krdc¢ime spole¢né. Myslim, Ze s celym autorskym kolektivem, ktery prispél ke vzniku tohoto supplementa, jsme zajedno v na-
zoru, Ze stojime na pocatku nové éry, ve které budeme schopni vyuzivat sily imunitniho systému v 1é¢bé a prevenci nadorovych
onemocnéni. Sice si stdle a opatrné pfipomindme, Ze mozna stejné prozitky jsme v souvislosti s imunoterapii v onkologii jiz v mi-
nulosti zazili, ale dne3ni doba je prece jenom jind. Pokrocila vyznamné dal v poznani imunitniho systému, jeho interakci s na-
dorem a soucasné i v technologiich. Vyzkum a vyvoj v této oblasti urcité neni u konce. | v klinické praxi na nas jiz nyni ¢eka fada
nezodpovézenych otazek, od hledani prediktor Gcinnosti imunoterapie po vyuziti moznosti vzajemné potenciace stavajici cyto-
statické a cilené protinddorové Ié¢by a imunoterapie.

Na tomto misté bych chtél jesté podékovat viem autoriim, ktefi se podileli na vzniku tohoto supplementa vénovaného imuno-
onkologii, véetné téch, jejichz clanky musely byt z kapacitnich ddvodd presunuty do nadchézejiciho fadného cisla casopisu Kli-
nicka onkologie. Soucasné bych rad nize ptilozenym obrazkem pfipomenul klinickou studii, od jejihoz ukonceni uplynulo pravé
40 let a slibné vysledky byly pfed 35 lety publikovany ve sborniku Brnénskych onkologickych dnd.

Hodné Uspéchl imunoonkologii!

doc. MUDr. Marek Svoboda, Ph.D.
editor supplementa

7\ Graf. Kfivky celkového preziti
pacientek s ovarialnim karci-
nomem v zavislosti na aplikaci
CELIEM BCG vakciny. Studie probi-

hala v letech 1972-1975. Vakci-
nace BCG vakcinou byla prova-
déna skarifikacni technikou do
kize, prvni aplikace pied ope-
raci, dalsi za 14 dnti po ope-
raci, tyden po zahdjeni intermi-
tentni lé¢by cyklofosfamidem,
a pokracovala v tydennich apli-
kacich (pfipadné dvoutyden-
nych pfi vyskytu reakce) po
dobu jednoho roku, stiidavé

s chemoterapii.

Prevzato: Kucera F, Pta¢kova B.
Pokus o imunoterapii rakoviny
BCG VAKCINACE U OVARIl CELKEM vajec¢nikd. Brnénské onkologické
dny, kvéten 1979. Publikovéano ve
Sborniku Brnénskych onkologic-
/" kych dni, kvéten 1980.
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EDITORIAL

Nadorova imunoterapie:
Jsme na Usvitu nové éry?

Historicky vzato je ze vSech potencial-
nich pfistupt k |é¢bé nadorovych one-
mocnéni systémova lécba pfistupem
nejmladsim. Farmakoterapii vyuzivame
k Gc¢inné 1é¢bé zhoubnych nadorl pouze
nékolik poslednich desetileti a u fady
diagndz optimalni [é¢ebné postupy te-
prve hleddme. Vétsina v soucasné dobé
pouzivanych [ékl patii mezi cytotoxicka
IéCiva, kterd neselektivné zasahuji délici
se bunéc¢né populace. Tato relativni ne-
selektivita s sebou nese ¢asté nezadouci
Ucinky. Navic je G¢innost cytotoxickych
[ékd u fady nadorovych onemocnéni
velmi omezend. Z cilenych lé¢ebnych
pfistupl se mlze uplatnit hormonalni
[é¢ba u nadord, které jsou zavislé na hor-
monech. Kromé toho se v poslednich
dvou desetiletich objevila fada 1ékl ci-
licich na mechanizmy spojené s nado-
rovou transformaci. Ackoliv jsou tyto
mechanizmy spole¢né vétsiné nadoro-
vych onemocnéni [1], na molekularni
Urovni je patogeneze nadorové transfor-
mace pro kazdy nador specifickd, a tudiz
i uc¢innost konkrétniho cileného Iéku je
omezena pouze na urcité nadorové one-
mocnéni nebo skupinu nadord. Na pro-
gresi naddoru se navic vétSinou podili
nékolik odlisnych molekuldrnich me-
chanizm a lé¢ba cilici pouze na jediny
z téchto mechanizm je zakonité nako-
nec odsouzena k selhani. Tato omezeni
stran spektra ucinnosti a délky Gcinku
znamenaji dvé zasadni limitace pouziti
cilené [é¢by.

Nadorova imunoterapie potencidlné
muze soucasné prekonat obé tyto limi-
tace. Nadorova imunoterapie je U¢inna
u celého spektra rtznych nadorovych
onemocnéni a u¢innost imunoterapie se
zd4 byt dlouhodoba. | kdyz snahy o vy-
uziti imunitniho systému v [é¢bé nado-
rovych onemocnéni se datuji nejméné
100 let zpét, nddorova imunoterapie se
stala redlnou lé¢ebnou moznosti v pod-
staté az nyni. Kirkwood et al [2] nedavno
rozdélili vyvoj nadorové imunoterapie
v poslednich 40 letech do tii fazi: faze

nadseni, faze skepse a faze znovuzro-
zeni. Pocéatek soucasné faze znovuzro-
zeni (renaissance phase) sice Kirkwood
klade jiz do roku 1997, nicméné sku-
tecnou akceleraci zajmu o imunoterapii
jako metodu Ié¢by nddorovych onemoc-
néni mUzeme pozorovat az v posled-
nich péti letech. Ze zpétného pohledu
je zfejmé, Ze teprve v poslednich péti
letech se nadorova imunoterapie stala
skute¢né rovnocennou modalitou sys-
témové lécby nadorovych onemocnéni,
ktera je vyznamem srovnatelna s jinymi
postupy. Tento zdsadni obrat je spojen
s pfichodem monoklonalnich protilatek
zasahujicich regula¢ni mechanizmy imu-
nitni odpovédi.

Jiz v 90. letech minulého stoleti bylo
zifejmé, Ze aktivace imunitniho systému
muze navodit dlouhotrvajici, ve své pod-
staté prakticky trvalou, Uplnou lé¢ebnou
odpovéd u nemocnych s metastatickymi
nadory. Tato dlouhotrvajici odpovéd se
stala podkladem pro registraci interleu-
kinu-2 (IL-2), nicméné bylo ji mozno na-
vodit u méné nez 10 % nemocnych [3,4].
Lécba vysokymi davkami IL-2 byla navic
spojena s vysokou toxicitou a byla také
finan¢né velmi naroc¢na. | kdyz se zdala
byt |é¢ba vysokymi davkami IL-2 srovna-
telné Gcinna u celého spektra solidnich
nadord [5], uplatnila se pouze u meta-
statickych nador( zcela rezistentnich na
cytotoxické léky, jako jsou maligni mela-
nom a karcinom ledviny. Nizké procento
pacientli odpovidajicich na lécbu vedlo
k tomu, ze v randomizovanych studiich
nebylo celkové preziti celé skupiny lé-
¢enych pacientd statisticky vyznamné
ovlivnéno. Nizkd Gc¢innost spolu s vyso-
kymi naklady a toxicitou pak neumoznily
vyznamnéjsi rozsifeni této |écby.

K obratu, ktery se z historického po-
hledu jevi jako zasadni, doslo s pricho-
dem monoklonalnich protilatek zasa-
hujicich regula¢ni mechanizmy imunitni
odpovédi. Velmi rychle se tato léciva
stala standardnim Ié¢ebnym postupem
u nemocnych s metastatickym malignim

melanomem [6-8] a ukazuji se uc¢innymi
i u jinych nadorl, napf. u karcinomu
plic [9] nebo karcinomu ledviny [10].
Je velmi pravdépodobné, Ze tyto léky
budou mit vyznamnou aktivitu i u dal-
Sich solidnich nadord.

Se zvy$enym zajmem o oblast nado-
rové imunologie a imunoterapie navic
vyslo najevo, Ze jednim z mechanizmli
protinddorového uUcinku nékterych mo-
noklonalnich protildtek, které jsme
dosud spiSe vnimali jako inhibitory proli-
ferace nddorovych bunék, napf. trastuzu-
mabu nebo cetuximabu, je kromé jiného
i aktivace imunitniho systému [11-14].
Je rovnéz zfejmé, ze i na ucinnosti cyto-
toxické chemoterapie se podili imunitni
systém prostifednictvim mechanizmu
imunogenni buné¢né smrti [15,16]. Jako
klini¢ti onkologové jsme si tedy uvédo-
mili, ze imunoterapii ve smyslu manipu-
lace imunitniho systému jiz bézné pro-
vadime, pouze jsme si této skutecnosti
dosud nebyli vzdy plné védomi.

Prichod imunoterapie jako realné l1é-
¢ebné metody samoziejmé znamena za-
sadni zménu v |é¢bé nadorovych one-
mocnéni. Postupné se méni lécebné
postupy u celého spektra nadord. Pfi-
chod imunoterapie jako dulezité 1é-
¢ebné metody s sebou samoziejmé nese
nutnost posilit vzdélavani klinickych on-
kolog(i v této oblasti. Clanky v souéas-
ném cisle Klinické onkologie pfinaseji
uceleny pohled na oblast imunologie
a imunoterapie nadorovych onemoc-
néni a ukazuji, Ze onkologickd komu-
nita si tuto problematiku osvojila a dale
ji rozviji. Pfi studiu problematiky budou
bedlivému ¢tendfi ziejmé i nékteré me-
zery v nasem poznani. Za nejzavaznéjsi
z téchto mezer je mozno povazovat ab-
senci prediktivnich biomarkerd odpo-
védi na imunoterapii [17]. Lze vSak dou-
fat, Ze intenzivni vyzkum v této oblasti
tuto mezeru brzy vyplni.

S rostouci roli imunoterapie roste sa-
moziejméirole klinického onkologa jako
specialisty kompetentniho pro lécbu ce-
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Iého spektra nddorovych onemocnéni.
Problémy s aplikaci 1é¢by, véetné hod-
noceni odpovédi, jsou podobné u riz-
nych nadord. Interni erudice klinickych
onkologl je navic pfipravuje k zvlad-
nuti nezddoucich u¢inkl této 1écby,
které jsou rozmanité a mohou byt velmi
zévazné. Opét se zde potvrzuje nut-
nost zachovani klinické onkologie jako
celku.

I kdyz dalsi pokrok nddorové imunote-
rapie je podminén pokroky experimen-
talni imunologie, musi zlistat i nadale
aplikace protinddorové imunoterapie
vylu¢nou kompetenci klinického onko-
loga. Podobné jako cytotoxickou che-
moterapii nefidi klinicky biochemik, je
role klinického imunologa jinde. Navic
vice nez imunologické laboratorni me-
tody, které jsou v soucasné dobé v kli-
nické praxi prakticky nepfinosné, se
pravdépodobné uplatni v oblasti bio-
marker( histologické vysetfeni nado-
rové tkané, veetné imunohistochemic-
kého vysetfeni na pfitomnost tumor
infiltrujicich lymfocytl a molekul re-
gulujicich imunitni odpovéd, takze pa-
tolog bude podobné jako v jinych ob-
lastech cilené [é¢by dulezitou soucasti
tymu.

Musime si vSak uvédomit, ze jsme
pouze na pocatku rozvoje nadorové
imunoterapie, kterd se mlze stat pocat-
kem nové éry rozvoje klinické onkologie.
Stav této rodici se nové éry shrnuje toto
Cislo casopisu Klinickd onkologie.
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Historie imunoterapie — od Coley toxinu
ke kontrolnim bodum imunitni reakce

History of Immunotherapy — from Coley Toxins to Checkpoints

of the Immune Reaction

Rihova B.'*, Stastny M.2**

" Mikrobiologicky Ustav AV CR, v.v.i, Praha
2Bristol-Myers Squibb spol. s r.o0., Praha

Souhrn

Imunoterapie zacala v roce 1868 tim, ze némecky lékar Busch imysIné infikoval pacienta se sarko-
mem mékké tkané riizi. Pozoroval sice rychlé zmenseni nadoru, ale reakce byla jen ¢aste¢nd a nador
se posléze vytvoril znova. A byl to William B. Coley, ktery v roce 1891 podal pacientovi se sarkomem
mékké tkané kulturu streptokoka. Nasledné doslo sice k fadé zdvaznych atak( infekce, ale nador
poté nekrotizoval a pacient byl nasledujicich osm let zdrav. Smés streptokokd a dalsich bakterii
vcetné kmen Seratia marcescens, Staphylococcus a Escherichia coli byla nazvana ,Coleovy toxiny”
a pouzivana dalsich 45 let. Na zacatku 20. stoleti byla tato imunoterapie nahrazena exaktnéjsi ra-
dioterapii a pozdéji i prvni chemoterapii, pro kterou byl pouzivan yperit. Imunoterapie je ale Iécba,
ktera vyuziva pro likvidaci nadoru vlastni imunitni systém pacienta a ma proto pred ostatnimi zpQ-
soby lé¢by fadu vyhod. Rozhodujicimi momenty se vimunoterapii v poloviné 80. let 20. stoleti staly:
a) adoptivni bunécna terapie spoléhajici na pacientovy tumor infiltrujici lymfocyty, b) podani rekom-
binantnich cytokind, jako byl rlL-2, ¢) ur¢eni prvnich s tumorem asociovanych antigend a d) vyvoj
monoklondlnich protilatek se specifitou namifenou proti nadoru. Nasledovaly vakciny z dendritic-
kych bunék. Nesmirny pokrok imunoterapie byl zaznamenan v poslednich 20 letech a byl umoznén
tim, Ze byly pochopeny nékteré z komplexnich vztahl mezi nddorem a imunitnim systémem. Tak
zacalo testovani novych zplsobl umoziujicich manipulaci s protinddorovou odpovédi. Patii mezi
né blokada inhibitorC imunitnich checkpointl - kontrolnich bod( imunitni reakce.

Klicova slova
BCG vakcina - adoptivni buné¢nd imunoterapie - rozpoznani naddoru

Summary

Immunotherapy dates back to 1868 when German physicist Busch intentionally infected patients
suffering from soft tissue sarcoma with erysipelas. Rapid tumor shrinkage was observed but response
was only partial and tumor recurrence subsequently occurred. It was William B. Coley who in 1891 in-
jected a patient with a soft tissue sarcoma with streptococcal cultures. Following a severe attack of
erysipelas, the tumor underwent extensive necrosis and the patient remained disease-free for eight
years. The mixture of Streptococcus and other bacteria including Seratia marcescens, Staphylococcus
and Escherichia coli was referred to as ‘Coley’s toxin’and was used for the next 45 years. This first im-
munotherapy was replaced at the beginning of the 20™ century by more exact radiotherapy and later
on by first chemotherapy with yperit. However, immunotherapy is a treatment that uses patient’s own
immune system to help fight cancer and as such has several advantages over other treatments. Thus,
the next major milestones in immunotherapy came in the middle of the 80s as a) adoptive cell ther-
apy relaying on patients’ tumor infiltrating lymphocytes, b) injection of recombinant cytokines such
as rlL-2, ¢) identification of the first tumor-associated antigens and d) development of tumor-specific
monoclonal antibodies. It was followed by dendritic cells vaccines. Tremendous progress has been
made in the past two decades with regard to understanding the complex interactions between tu-
mors and the immune system and developing innovative ways to manipulate the antitumor immune
response. It is recently represented as blockage of immune checkpoint inhibitors.

Key words
BCG vaccine - adoptive cellular immunotherapy — cancer recognition
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Myslenka vyuzit imunitni systém
k spolupraci pfi Iécbé zavaznych na-
dorovych onemocnéni napadla prav-
dépodobné nékoho z védecky zamére-
nych Iékafl davno predtim, nez se pred
150 lety, pfesné vroce 1868, objevila v li-
teratufe v podobé prvniho odborného
¢lanku [1]. Uz tehdy $lo o pozitivni vztah
mezi zivot ohrozujici infekci — erysipe-
lem — a malignim nadorem - lymfosar-
komem. O tom, ze plvodcem erysipelu
je bakterie Streptococcus, se v té dobé
jesté nevédélo. To zjistil az o mnoho let
pozdéji, v roce 1881, némecky lékar
Friedrich Fehleisen, kterému se jako prv-
nimu kultivace streptokokd povedla.
A také on pozoroval Ustup nadorového
onemocnéni po rozséhlé streptoko-
kové infekci [2]. Oba ¢lanky pravdépo-
dobné vzbudily pozornost odbornika,
protoze vzapéti bylo podobnych pozo-
rovani publikovano hned nékolik. Zmi-
nili se o ném i dalsi vynikajici mikrobio-
logové, jakymi byli pfirodovédec Louis
Pasteur nebo lékafi Robert Koch a Emil
von Behring. Ale na odvahu pouzit tuto
znalost ve formé prvniho exaktniho
imunoterapeutického pristupu bylo
nezbytné cekat daldich 10 let. V roce
1891 mlady newyorksky chirurg William
Bradley Coley podal pacientovi s nelé-
¢itelnym lymfosarkomem opakované
pfimo do nadoru Zivou kulturu bakterii
Streptococcus erysipelatis [3]. Informace
ziskal z nemocni¢niho archivu, kde byly
dokumentovany tfi pfipady, ve kterych
doslo bud'k vyléceni, nebo alespori k vy-
raznému Ustupu inoperabilniho lymfo-
sarkomu v souvislosti s atakem erysi-
pelu. V odborné literatutre bylo mozno
najit daldich 38 podobnych pripadd.
Pacienta se podafilo vylécit, a tak William
Coley ve svém vyzkumu pokracoval. Zjis-
til, Ze podobny, ale mnohem bezpecnéjsi
efekt maji bakterie usmrcené teplem.
O rok pozdéji, v roce 1982 se objevila in-
formace, ze B. prodigiosus (Serratia mar-
cescens) a jeho toxiny zvysuji virulenci
ostatnich mikroorganizm [4], a poz-
déji (1907) dokonce i to, ze toxiny maiji
vyrazny protinddorovy efekt [5]. Bylo
proto pfirozené, ze pacientlim byla na-
déle podévana smés usmrcenych bakte-
rii obohacena nejenom o S. marcescens,
ale také o Staphylococcus pyogenes au-
reus a o Escherichia coli. Témér vzapéti se

pro stejny ucel pouzivaly jen filtraty uve-
denych bakteridlnich kultur v nejriiznéj-
Sich kombinacich. Kolem roku 1900 pro-
kazal I. I. Me¢nikov vyznam fagocytt pfi
infek¢nich onemocnénich. Definoval
zanét jako nejdllezitéjsi projev imunitni
reakce organizmu avénoval sei tloze fa-
gocytdzy pfi hojeni erysipelu [6]. Také na
zakladé tohoto pozorovéni bylo mozné
efekt, Coley toxin(” vysvétlit jako schop-
nost injikovanych bakterii vyvolat zanét
a stimulovat fagocyty s antibakteridlni
aktivitou, které mohou vedlejsim ucin-
kem (bystander effect) zabit také nado-
rové buriky.

Béhem nasledujicich 40 let dosahl Co-
leylv tym pomérné vyznamnych vy-
sledkd, a to nejenom pfi 1é¢bé lymfo-
sarkomd, ale i pfi [é¢bé osteosarkomd,
sarkomd mékkych tkani a melanom [7].
Smés bakterii byla nazvana,Coley toxiny”
a on sam byl oznacen jako ,otec imuno-
terapie”. Vysledky vsak byly obtizné re-
produkovatelné a hlavné védecky ne-
dostatecné oddvodnéné. Proto se pro
|écbu nadorl zacala pocatkem 20. sto-
leti ¢im dal castéji pouzivat modernéjsi
a exaktnéjsi radioterapie a kolem roku
1945 byl pro 1é¢bu lymfoidnich malignit
poprvé pouzit jako moderni chemotera-
pie yperit. Lé¢ba ,Coley toxiny” byla pro
svou Vétsi riskantnost a nejisté vysledky
pomalu opousténa, ackoliv byla béhem
své 40leté historie znacné zdokonalena.
Znamenala ale zac¢atek dokumentované
imunoterapie, k jejimz principtim se dnes,
po vice nez 100 letech znovu vracime. PU-
vodné spise jen teoreticka predstava, a to
ze aktivace T bunécné slozky imunitni od-
povédi by mohla vyznamné prispét k pro-
tinadorové terapii, ziskdva v soucasné
dobé prvni klinicky vyznamné vysledky.

Historie moderni imunoterapie za-
¢ind 50. lety minulého stoleti, kdy bylo
prokazadno, samoziejmé pouze v mode-
lovych experimentalnich systémech, ze
imunitni systém a jeho buriky jsou neje-
nom schopny nador rozpoznat, ale do-
konce ho i odstranit. Byl to Sir MacFar-
lane Burnet, ktery v roce 1957 vyslovil
hypotézu, ze fyziologickou ulohou imu-
nitniho systému je rozpoznat pro orga-
nizmus potencidlné nebezpecné bunky,
véetné bunék nadorovych, a zlikvidovat
je pomoci efektorovych mechanizm(
jak vrozené, tak ziskané imunity. Tato hy-

potéza byla nazvana hypotézou imunit-
niho dohledu (immunosurveillance) [8].
Po pUvodné vieobecném prijeti ale byla
desitky let zpochybrnovéna a dnes je na-
hrazovdna hypotézou imunoeditace,
nékdy také nazyvanou hypotézou tii E
(elimination, equilibrium, escape) [9].

Prvni Uspésné klinické pokusy, de
facto navazujici na pGvodni Coleyovu
myslenku o imunoterapii nadord s po-
moci infekénich agens, byly publikovany
v poloviné 70. a zac¢atkem 80. let mi-
nulého stoleti. Pacientlim, ktefi trpéli
rdznymi nadory, na pocatku zejména
tém s karcinomem prsu, byla podavana
ziva bacillus Calmette-Guerin (BCG) vak-
cina [10] nebo Corynebacterium par-
vum [11]. Dnes je BCG terapie vyhrazena
pro intravezikalni aplikaci pacientiim
s povrchovymi lézemi karcinomu moco-
vého méchyre.

Vysledky imunoterapie ale nebyly
zcela presvédcivé, a proto fazi prvot-
niho nad3eni vysttidalo obdobi skepse.
Novou nadéji vzbudily aZ v roce 1984
a 1989 prace prof. Rosenberga a spo-
lupracovnik(i z National Cancer Insti-
tute (NCI, USA) o imunoterapeutickych
moznostech interleukinu-2 (IL-2) [12,13]
a v roce 1985 také metoda prenosu tu-
mor infiltrujicich lymfocytl (TIL), adop-
tivni T bunéc¢na terapie [14,15]. Tu povo-
lil americky Ufad pro kontrolu potravin
a léciv (US Food and Drug Administra-
tion — FDA) koncem 80. let minulého sto-
leti pro lé¢bu metastazujictho mela-
nomu a prvni Uspésné vysledky byly
publikovany jiz v roce 1988 [16]. Me-
toda adoptivniho T bunéc¢ného prenosu
patii do oblasti pasivni imunoterapie,
od které se ocekava viceméné okamzity
efekt. Princip spociva v izolaci auto-
lognich TIL, pfipadné i mononukledrnich
bunék z periferni krve, u kterych jsou ex
vivo pomoci imunostimulujicich cyto-
kinl (IL-2) zesileny jejich tumoricidni
vlastnosti. Po mnohahodinové kultivaci
jsou pak tyto bunky vraceny jako vysoce
uc¢inné LAK (lymphokine-activated killer
cells - zabijeci aktivovani lymfokiny) in-
travenodzni cestou zpét pacientovi.

Na zakladé dnesnich poznatkl se do-
mnivame, Ze Uspésnost této terapie za-
visi pfedevsim na schopnosti efektoro-
vych T lymfocytd aktivovanych ex vivo
podilet se nazméné supresivniho mikro-
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prostfedi nddoru tim, Ze nahrazuji/vytés-
nuji bunécéné populace se supresivnimi
vlastnostmi, jako jsou T regula¢ni buriky
(Treg) a myeloid-derived suppresor cells
(MDSCQ). Klinicko-patologické studie po-
tvrzuji, Ze mezi prodlouzenim Zivota
pacienta a pfitomnosti intratumoralnich
CD3* nebo CD8* cytotoxickych bunék
existuje pomérné silnd korelace.

Moderni podoba adoptivni T bu-
nécné terapie vyuzivd od roku 2006
molekularné-biologickymi metodami
vytvorené tumor atakujici CAR T lymfo-
cyty [17]. Ty maji vysoce specificky chi-
méricky antigenni receptor (chimeric an-
tigen receptor — CAR), ktery rozpoznava
intaktni povrchovy antigen nadorové
buriky pomoci afinitni domény, vétsinou
scFv protinadorové protilatky. Intrace-
luldrni ¢ast je obohacena o signaliza¢ni
domény kostimula¢nich molekul. Pou-
ziti CAR T lymfocytd tak obchazi pod-
minku vyZadujici, aby nddorova burnka
méla fungujici antigen-prezenta¢ni me-
chanizmus, exprimovala vysoké hladiny
MHC (major histocompability complex)
glykoproteint I. a Il. tfidy a stimulovala
tim dostate¢nou T buné¢nou odpovéd.
Uspéchu napomaha také lymfodeplece
nezddoucich endogennich Treg, ktera
pfenosu aktivovanych TIL pfedchazi
a usnadnuje tim jejich pfijeti. Tento pfi-
stup je v fadé pripadll doprovazen kom-
pletnim a dlouhotrvajicim vylé¢enim.

Do pasivni imunoonkoterapie je treba
pocitat také podavani nékterych mo-
noklonalnich protilatek. Princip je-
jich vzniku a izolace byl prvné popsan
v roce 1975 [18]. Jejich objevitelim,
George Kohlerovi a Césaru Milsteinovi,
byla za tento objev v roce 1984 udé-
lena Nobelova cena. K pasivni imuno-
terapii se pouzivaji ty monoklonalni
protilatky, které jsou namifeny proti vy-
branym povrchovym znakdm a nado-
rové bunky bud' opsonizuji a umozniuji
jejich eliminaci prostou fagocytézou, ak-
tivaci komplementového systému, me-
chanizmem zvanym na protilatkach za-
visla cytotoxicita (antibody-dependent
cellular cytotoxicity — ADCC), anebo an-
tagonizuji jejich onkogenni drahy. V oje-
dinélych pfipadech se ucinek pfipisuje
i ¢astecné stimulaci adaptivni imunitni
odpovédi, coz naznacuje dllezité pro-

pojeni pasivni a aktivni imunoonkotera-
pie. Efekt monoklonalnich protilatek Ize
zesilit navazanim toxinl (imunotoxiny),
radionuklidd nebo lé¢iv. Tyto moznosti
se oznacuji jako cilena terapie a testuji
se od zacatku 80. let minulého stoleti.

0d 90. let minulého stoleti je pasivni
imunoonkoterapie postupné nahrazo-
vana déletrvajici imunoonkoterapii ak-
tivni, i kdyz striktné oddélit jednu od druhé
prakticky nelze. Vyhody aktivni imunoon-
koterapie jsou v tom, Ze je specifictéjsi, ale
zejména dlouhodobéjsi. V optimalnim pfi-
padé by méla pacienta chranit pfed event.
pozdéjsim relapsem dozivotné.

Na zakladé modernich poznatk( dnes
vime, ze v zasadé existuji tfi mista, ktera
je mozné aktivné imunoonkoterapeu-
ticky ovlivnit tak, aby bylo dosazeno
efektivni protinddorové odpovédi. Je po-
tfeba: a) zajistit a posilit antigen-prezen-
tujici schopnost dendritickych bunék,
b) zahajit protektivni T buné¢nou odpo-
véd a c) prekonat imunosupresivni pro-
stfedi nadoru. Dnesdni aktivni imunoon-
koterapie se proto zaméfuje na posileni
imunitniho systému pacienta s nado-
rem ve smyslu zlep3eni jeho schopnosti
nador rozpoznat, dodat mu chybéjici
imunokompetentni buriky vykondvajici
efektorové funkce, a zejména odstranit
nebo alespon zeslabit vyrazné imuno-
supresivni prostredi nadoru [19].

T bunécna protinadorova reakce je mi-
moradné komplexni a pozitivné a nega-
tivné regulovand na tolika Urovnich, Ze to
obtize prvnich imunoterapeutickych pfi-
stupl a léta skepse, které je doprovazely,
vysvétluje. Na nador se dlouho pohli-
Zelo jako na problém nadorovych bunék
a na nador samotny jako na geneticky
podminénou chorobu. Pfesné v tom
smyslu v roce 2000 Hanahan a Wein-
berg definovali Sest zakladnich charak-
teristik nddorové buriky. Je to 1. udrZo-
vani prolifera¢nich signald, 2. odolnost
bunék k smrti, 3. indukce angiogenezy,
4. schopnost nesmrtelné replikovatel-
nosti, 5. aktivace invaze a metastaze
a 6. schopnost vyhybat se rGstovym
supresorovym aktivitdm [20]. O 10 let
pozdéji se pohled na nador zménil
a nador je dnes povazovdan za systémo-
vou chorobu, u které je imunitni systém
dilezitou komponentou. Byly defino-
vany Ctyfi dalsi zakladni charakteristiky,

z nichz dvé se tykaji imunitniho systému.
Je to 7. schopnost vyhnout se imunitni
destrukci, jakou je akutni zanét, a 8. vy-
volat naopak zanét chronicky, ktery rdst
nadoru podporuje [21].

Specificka protinadorova reakce za-
¢ind tim, Ze nadorovy antigen, at uz pro-
dukovany, nebo uvolnény z umirajicich
a mrtvych nadorovych bunék, je fago-
cytovan nezralymi dendritickymi bun-
kami. Ty pohlceny antigen zpracovavaji
pro prezentaci na MHC glykoproteinech
. tfidy nebo pro cross-prezentaci na
MHC glykoproteinech I. tfidy a se zpra-
covanym antigenem putuji do nejbliz-
Sich lymfatickych uzlin. Pokud se zachy-
ceni a prezentace odehraji v prostfedi
imunogennich maturacénich signald,
dendritické bunky vyzravaji v antigen
prezentujici bunky a v lymfatické uz-
liné zahajuji specifickou protinddoro-
vou reakci. V opa¢ném pfipadé dochdzi
k navozeni imunologické tolerance,
kterad zplsobi T bunécnou deleci, aner-
gii nebo produkci indukovanych in-
hibi¢nich T regula¢nich bunék (iTreg).
Na protinddorové reakci se podili cytoto-
xické CD8* efektorové T lymfocyty, CD4*
pomocné T lymfocyty, NK buriky (natu-
ral killer) a NKT bunky (natural killer T).
Spravnou polarizaci tumor infiltrujicich
antigen prezentujicich bunék Ize ovlivnit
pomoci aktiva¢nich signald, které casto
dodavaji patogenni bakterie. Pro inten-
zitu protinddorové reakce je zdsadné
dulezitd interakce povrchovych ligand
CD80/86 dendritickych bunék s T bunéc-
nymi pozitivnimi (CD28) a negativnimi
(CTLA-4) kostimula¢nimi molekulami.
Pozitivni interakce CD28 s CD80/86 za-
haji potencialné protektivni T bunéc-
nou odpovéd, zatimco negativni in-
terakce CTLA-4 s CD80/86 T bunécnou
odpovéd potlacuje, a navic dochazi
k vzniku supresorové Treg subpopu-
lace. Negativni interakce je fyziologicky
zpuUsob, kterym se organizmy chrani
pred nadmérnou imunitni reakci a v dii-
sledku toho i autoimunitami. T bunéc¢-
nou anergii az deleci zplGsobuje také in-
terakce T bunécné povrchové molekuly
PD-1 s ligandy PD-L1/PD-L2.

Antigenem aktivované T bunky spolu
s B bunkami a NK burikami opoustéji
lymfatickou uzlinu a akumuluji se mik-
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roprostredi solidniho nadoru. Méla by to
byt nakonec silna adaptivni imunita do-
provazena imunitni paméti, ktera vede
k odstranéni téch nadorovych bunék,
které nezabije zadna z klasicky vyuziva-
nych terapii, jako je chirurgie, chemote-
rapie, radioterapie a hormonalni terapie,
a kterd pacienta ochrani pred opakova-
nym vyskytem nadoru.

Nedilnou soucasti protinadorové reakce
je sekrece fady prozanétlivych cytokind,
které dale zesiluji efektorové mecha-
nizmy vrozené imunity a podporuji ex-
panzi a produkci nadorové specifickych
T bunék a protilatek v adaptivni imunité.
Jejich uloha je vsak silné kontraverzni.
V obdobi akutniho zanétu tésné po za-
¢atku imunitni reakce je jejich ucast pfi
eliminaci malignich bunék vyhodng,
nebo dokonce nezbytnd, jejich dlou-
hotrvajici produkce vyvolava chronicky
zanét, ktery je ¢asto mistem vzniku ma-
ligniho onemocnéni.

V oblasti prvniho zasahového mista,
lymfatické uzliny, se velké nadéje da-
valy a ddvaji protinddorovym vakcindm.
Ty mohou byt bud exogenni, nebo en-
dogenni. Exogenni vakcina je to, co si
pod pojmem klasické vakciny vétsinou
pfedstavujeme. Jde o poddani predem
vybraného peptidového nebo protei-
nového antigenu ve vhodném adjuvans
a nékdy i s vhodnym nosicem. U in-
fek¢nich agens je tento zplsob znamy
od konce 18. stoleti (Edward Jenner,
1796) a je velmi ucinny jak u protektiv-
nich, tak u terapeutickych vakcin. Mno-
hem horsi vysledky méa dosud vakcinace
u nadord. Davody mohou byt jak ve
Spatném zpracovani a prezentaci anti-
genu dendritickymi burikami, tak v pou-
Ziti suboptimdlniho adjuvans, v nepfi-
tomnosti latek, které by podporovaly,
nebo dokonce umoznovaly T bunécnou
odpovéd anebo poméhaly pfi odstrafo-
vani imunosupresivniho prostredi na-
doru. Profylaktické/preventivni vakciny
Ize teoreticky pfipravit vSude tam, kde je
etiologické agens zndmo. Proto jsou vy-
uzivany jako forma prevence proti he-
patoceluldrnimu karcinomu, ktery byva
duUsledkem chronického zéanétu zpUso-
beného virovou hepatitidou B, i jako pre-
vence nadoru délozniho ¢ipku, za jehoz

plvodce je oznacovan lidsky papiloma-
virus (HPV). Vyvoj terapeutickych vakcin
urcenych k 1é¢bé jiz probihajiciho one-
mocnéni je nepomérné slozitéjsi.

Pro vyvoj exogennich protinadoro-
vych vakcin bylo zdsadni pochopeni
ulohy antigen prezentujicich dendritic-
kych bunék. To vedlo v poloviné 90. let
minulého stoleti k vyzkumu a pozdéji
i k zavedeni tzv. DC vakcin [22] neboli
vakcin vyuZivajicich autolognich dendri-
tickych bunék pacienta. Jsou bud' pre-
ventivni, nebo terapeutické. VyuzZivaji je-
dine¢né antigen prezentujici schopnosti
dendritickych bunék, které uc¢inné pred-
kladaji antigen i subpopulaci naivnich
CD4* (pomocné T bunky, helper T-cell -
Th) a efektorovych CD8* (cytotoxické
T lymfocyty — CTL) T lymfocyt(. V praxi
se to provadi tak, Ze monocyty pacienta,
které se po ex vivo kultivaci stanou nezra-
lymi dendritickymi bufikami, jsou in vitro
vystaveny vybranému typu antigenu.
Muze tim byt vlastni nddor pacienta, vy-
brand nadorova bunécna linie nebo izo-
lovany nadorovy antigen. Po stimulaci
cytokiny a/nebo polyklondlnimi aktiva-
tory dendritické bunky vyzraji a stanou
se plné funkénimi antigen prezentuji-
cimi burikami, které po navraceni zpét
pacientovi zesiluji jeho vlastni T bunéc-
nou protinddorovou reakci [23,24].V op-
timalnim pfipadé ji i zahajuji.

Prvni bunécnou vakcinou na bézi den-
dritickych bunék byl sipuleucel-T (Pro-
venge), vakcina uvedend na farmaceu-
ticky trh v roce 2010 a urcena k [é¢bé
pokrocilého metastatického, na hor-
mony rezistentniho naddoru prostaty.
Byla plvodné vyvijena jako autologni
vakcina vyuzivajici izolované dendri-
tické burky. V. moderni podobé se pou-
ziva komplexni smés perifernich krev-
nich mononukledrnich bunék, ke kterym
je pridavan cytokin GM-CSF a s nado-
rem asociovany diferenciacni antigen
(fuzni protein slozeny z PAP; prostatic
acid phosphatase - prostaticka kyseld
fosfataza). Klinické vysledky vsak bohu-
zel vzdy neukazuji vyznamné zmen3eni
nadoru nebo oddaleni progrese cho-
roby. Dalsi z terapeutickych vakcin je
PROSTVAC urceny pro pacienty s mini-
malné symptomatickym na kastraci rezi-
stentnim nadorem prostaty a DCVAC vy-
vijeny jako terapeuticka vakcina na bazi

dendritickych bunék proti karcinomu
prostaty a ovaria [23].

Jinad forma dendritickych vakcin vyu-
Zivé B lymfomovy receptor pro antigen
(idiotyp), ktery je pfikladem klondaIné ex-
primovaného nadorové specifického an-
tigenu. Rekombinantni idiotypy jsou pfi-
pravovany individualné pro jednotlivé
vybrané pacienty a jsou podavany sou-
¢asné s GM-CSF pod jehoz vlivem den-
dritické bunky vyzravaji z nezralych fa-
gocytujicich bunék do vyzralych forem
bunék optimalné prezentujicich anti-
gen [24]. Vysledky téchto studii ale ne-
jsou Uplné presvédcivé.

Antigen aktivacni signaly uplatfiu-
jici se ve vakcinach mohou byt terapeu-
ticky nahrazeny bud exogenné, nebo
endogenné. K tém exogennim patfi li-
gandy toll-like receptord (TLR) nebo
agonistické protilatky proti aktivujicim
receptoriim. Endogenni signaly posky-
tuji umirajici nebo nekrotické nadorové
bunky, které uvoliuji molekuly typu
alarminud (high-mobility group box 1 -
HMGB1 protein) nebo ATP pfispivajici ke
zrdni a akumulaci dendritickych bunék
v nadoru. Proto Ize za endogenni vak-
ciny v soucasné dobé povazovat i né-
kterd chemoterapeutika, zejména antra-
cyklinova antibiotika [25,26] nebo cilend
polymerni |é¢iva na bazi HPMA obsa-
hujici doxorubicin [27,28], které vyvo-
lavaji imunogenni bunécnou smrt ne-
boli imunogenni apoptézu nadorovych
bunék [25,26]. Je to zplsob smrti bunék,
které jsou vystaveny stresu. Kromé che-
moterapeutik tak plsobi i radiotera-
pie a ziejmé i nékteré fyzikalni pod-
néty. Stresu podrobena nadorova burika
translokuje z endoplazmatického reti-
kula kalretikulin a vystavuje ho na svém
povrchu. Dava tim najevo, ze je posko-
zend, potencidlné nebezpecna, a proto
vhodna pro fagocytézu dendritickymi
burikami. Kromé toho uvolnuji umi-
rajici nadorové buriky ATP a alarmin
HMGB1, které se vazou na receptory ne-
zralych dendritickych bunék. Kalreti-
kulin se vaze na receptor CD91, ATP na
receptor P2X7 a HMGB1 na toll-like re-
ceptor 4 (TLR4). Pod vlivem komplex-
niho cytokinového prostiedi a také pod
vlivem HMGB1 se méni nezralé dendri-
tické burky ve zralé formy schopné op-
timalné prezentovat naddorovy antigen
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T lymfocytdim a zahajit specifickou pro-
tinddorovou reakci. Je to sice déj o néco
méné kontrolovany nez je ten vyvolany
exogenni vakcinou, na druhou stranu
to umoznuje reakci na stovky mutaci
nadorovych bunék, které vznikaji az
béhem ristu nadoru. Pravdépodobnost
silné imunitni odpovédi je proto velika,
protoze proti vznikajicim neoantige-
ndm se nemohla vytvofit centralni tole-
rance, a nemohou byt tudiz cilem pro-
tektivni imunosuprese. Jako endogenni
vakciny jsou také vyuzivany onkolytické
viry podavané pfimo do nadoru [29].
Spravné nacasovana endogenni vakcina
by mohla vést k dlouhotrvajici remisi.
Ovsem to, do jaké miry bude takto vyvo-
lana imunitni odezva dostate¢nd k tomu,
aby prekonala supresivni mikroprostredi
nadorq, je predmétem dalsich vyzkuma.

Lymfatickd uzlina je také druhym za-
sahovym mistem, protoze tam do-
chazi k aktivaci funkéni T bunéc¢né pro-
tinddorové odpovédi, a to bud'zesilenim
preexistujici protinddorové odpovédi
pacienta, nebo v nékterych pfipadech
k jeji indukci de novo. T buné¢nou stimu-
laci mohou zvySovat agonistické proti-
latky namifené proti pozitivnim/aktivu-
jicim kostimulaé¢nim molekuldm nebo
blokujici protilatky namifené proti nega-
tivnim kostimulac¢nim molekuldm. Po le-
tech spiSe skromnych Gspéchd slavi imu-
noterapie obdobi renesance zejména
proto, ze byly definovédny imunitni
checkpoints neboli kontrolni body imu-
nitni reakce, které se staly cilem bloku-
jicich monoklonalnich protildtek umoz-
nujicich modulaci endogenni T buné¢né
odpovédi [30,31].

Nejdale je vyuziti CTLA-4 mole-
kuly [32] molekuly PD-1 [33], které ale
nejsou zdaleka jedinymi kontrolnimi
body imunitni reakce a v budoucnu
budou nepochybné klinicky testovany
blokatory dalsich specifit. CTLA-4 anti-
gen (CD152) byl koncem 80. let minu-
lého stoleti studovan jako klicovy ne-
gativni T bunécny reguldtor, ktery se
na plazmatické membrané T lymfocytl
objevuje béhem jejich aktivace a vaze
se na ¢leny rodiny B7 molekul (B7-1/2;
CD80/86), exprimované antigen-presen-
tujicimi bunkami. Vazba inhibi¢niho re-
ceptoru CTLA-4 s ¢leny rodiny B7 mole-
kuly je silnéjsi nez je vazba s aktivacnim

receptorem CD28, a to je dulezité pro re-
gulaci intenzity imunitni reakce. Umoz-
nuje to jeji zastaveni v momenté, kdy je
nebezpecny antigen odstranén a dalsi
reakce by byla nejenom nadbytecna,
ale mohla by ve svém dusledku vést az
k reakci autoimunitni. Z hlediska po-
trebné dlouhotrvajici protinadorové
reakce je to ale nevyhodné, a je proto
zddouci tuto negativni regulaci blo-
kovat napt. pusobenim monoklonal-
nich anti-CTLA-4 protilatek. Napomaha
to i selektivni depleci intratumoralnich
Treg, které konstitutivné exprimuji vy-
soké hladiny CTLA-4 a které se na vy-
tvareni imunosupresivniho prostredi
nadoru vyznamné podileji. Dalsi z T bu-
nécnych receptord, ktery ma podobné
jako CTLA-4 supresivni funkci, je LAG-3.
Také limituje aktivitu CD4* a CD8* bunék
a zvysuje aktivitu Treg.

Inhibi¢ni molekula PD-1 (CD279),
kterd byla pocatkem 90. let minulého
stoleti japonskymi biology popsana
na umirajicich T bunkach, je induci-
bilné exprimovana na povrchu aktivova-
nych T a B bunék a bunék myeloidnich.
Dynamika vyskytu molekuly PD-1 a jejich
ligand (PD-L1/L2) je na specificky aktivo-
vanych imunitnich bunkach podobnd vy-
skytu molekuly CTLA-4. O ¢im pozdéjsi
fazi imunitni reakce se jednd, tim je ji tam
vic. Provazanim receptoru PD-1 a jeho
ligand jsou T lymfocyty inaktivovany
nebo zabijeny, mohou to dokonce délat
i navzdjem. Nefyziologicky exprimuji
PD-L1/L12 ligandy nékteré nédory, ze-
jména melanomy, nemalobuné¢né kar-
cinomy plic, urogenitalni nadory, kar-
cinomy ovarii, prsu, délozniho ¢ipku,
slinivky, Zaludku a glioblastomy. Brani se
tim specifické protinadorové odpovédi.

S moderni bloka¢ni imunoterapii sou-
visi nezddouci vedlejsi toxicity. Posti-
huji pomérné vysoké procento pacientt
a mohou byt i velmi zadvazné. Jenom tim
potvrzuji vyznam a intenzitu pfirozenych
imunitnich reakci a mozné duisledky je-
jich dysregulaci. Vétsinou se jednd o z&-
vazna zanétlivd onemocnéni, nej¢astéji
kolitidy a hypofyzitidy, které jsou s nej-
vétsi pravdépodobnosti autoimunitni
povahy. Problém je ale v tom, Ze ani pfi-
tomnost vedlejsi toxicity ani jeji zavaz-
nost nepredpovidaji pozitivni reakci na
Ié¢bu. Jinymi slovy, pacienti mohou byt

ohrozeni zanétlivym onemocnénim,
aniz by méli jistotu, Ze s tim bude spo-
jen protinadorovy efekt. Proto je v sou-
c¢asné dobé mimorfadnd pozornost
vénovana pravé tomu, jak vyskyt a za-
vaznost zanétlivych onemocnéni snizit.

Tretim zasahovym mistem pro imu-
noonkoterapii je vlastni mikroprostredi
nadoru, do kterého musi aktivované
imunokompetentni buriky s protinado-
rovou aktivitou z lymfatické uzliny mi-
grovat. Nador se vyviji a unikéd kontrole
bud' proto, Ze nadorové burky jsou po-
dobné burikdm vlastnim, a tudiz nevy-
voldvaji dostate¢nou imunitni reakci,
anebo proto, Ze se vyznamné podili na
supresi a tvorbé periferni tolerance.
Nadorové mikroprostiedi je primdrné
imunosupresivni a nador se tim protina-
dorové reakci a tim i vlastni eliminaci ak-
tivné bréani. Suprese vychazi ze schop-
nosti nadorovych bunék potlacit, nebo
dokonce znemoznit normalni protina-
dorovou imunitni odpovéd tim, Ze ztraci
MHC glykoproteiny I. tfidy, nevytvafi do-
statek dobfe rozpoznatelnych nadoro-
vych antigend, ztraci citlivost na kom-
plement a exprimuji PD-L1/L2 ligandy.
Vlastni prostfedi nddoru pak brani vyzra-
vani dendritickych bunék, expanzi nado-
rové specifickych cytotoxickych T lymfo-
cytl (CTL) a pomocnych Th lymfocytl
a naopak umoznuje lokélni expanzi po-
pulaci se supresorovou aktivitou, jakymi
jsou Treg lymfocyty a MDSC. U fady na-
dor( infiltrace Treg burikami koreluje
se Spatnou prognézou [34], a proto se
predpoklada, Ze jejich deplece nebo ale-
spon inaktivace by mohla snizit lokalni
imunosupresi a zvysit akumulaci efekto-
rovych protinddorovych T bunék. Dosud
ale nebyla pro buriky se supresoro-
vou aktivitou nalezena specificka povr-
chova molekula/receptor, protoze vét-
Sina povrchovych molekul Treg bunék
je exprimovéana i aktivovanymi efekto-
rovymi T lymfocyty. V kratkodobé tera-
pii by mohla pomoci deplece Treg po-
moci anti-CD25, urcité zeslabeni funkce
umoziuje i nizkodavkové podavani
cyklofosfamidu.

Nadory také produkuji imunosupre-
sivni molekuly typu IDO (indoleamine
2,3-dioxygendza) a PGE2. K dalsim supre-
sorovym molekuldm, které Ize v nadoru
prokdzat, patfi argindza a NO syntdza,
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které produkuji MDSC. Kromé toho hy-
poxické prostfedi nddoru podporuje
tvorbu adenozinu a produkci CCL28.
Adenozin omezuje funkci T lymfocytl
a CCL28 zvysuje akumulaci Treg bunék.
Mezenchymdlni kmenové bunky na-
dorového stromatu blokuji proliferaci
a funkci efektorovych T bunék a nado-
rové vaskularni bunky potlacuji T bunéc-
nou adhezi k sténé nadorovych cév. Tim
omezuji infiltraci solidniho nddoru imu-
nokompetentnimi burikami. Tento efekt
se zCasti pfipisuje vaskuldrnimu endo-
telidlnimu rdstovému faktoru (vascu-
lar endothelial growth factor - VEGF)
a z¢&asti endotelin-B receptoru (ETBR).
Proto je blokada obou dalsi moznosti
budouci imunoonkoterapie. V uritém
ohledu se také zkousi vyuziti media-
tord, které ovliviiuji zanétlivé prostiedi
nadoru a mezi které patfi IL-6, I1L-17,
IL-23 a TNF-a.

Tradi¢né je hlavnim zplsobem proti-
nadorové lécby kombinacni chemote-
rapie, ktera v soucasnosti vyuziva i nové
objevené inhibitory buné¢ného déleni.
Pti rozhodnuti o tom, jaké kombinace
pouzit, je tfeba vzit v ivahu, Ze inhibitory
jsou typicky malé molekuly, které mohou
spolu s klasickou chemoterapii blokovat
funkci dendritickych bunék nebo T lym-
focytl. Mohou dokonce modifikovat na-
dorové mikroprostredi zplisobem, ktery
bude vyvoj imunity potlacovat. Velmi
dobrymi kandidéty pro kombinaci s imu-
nologicky aktivnimi agens jsou cytoto-
xické latky, které vyvolavaji imunogenni
bunécénou smrt, imunogenni apoptézu.
Je oviem potieba pouzivat je v davkach
a schématech, kterd neposkozuji efekto-
rové funkce cytotoxickych T lymfocytd.
Vyznamné by mohlo byt i kombinované
pouziti anti-CTLA-4 a anti-PD-1 mono-
klondlnich protilatek, protoze tyto dvé
agens odstranuji rizné ,brzdy” T bu-
nécné aktivace. Anti-CTLA-4 protilatka
ovliviiuje proliferacni ¢ast protinddo-
rové imunitni odpovédi a anti-PD-1 pro-
tildtka se uplatiuje v efektorové fazi
imunitni reakce. Obé obnovuji a podpo-
ruji reakci preexistujicich T bunék, v oje-
dinélych pfipadech snad mohou T reakci
i zapocit. Velké nadéje se vkladaji neje-
nom do kombinaci obou blokujicich
monoklondlnich protilatek [35], ale i do
jejich kombinaci s ostatnimi typy lécby,

zejména s vakcinaci, chemoterapif a ra-
dioterapii, od které se ocekava zvyseni
diverzity repertodru T bunécnych recep-
tord nachdézejicich se na intratumoral-
nich T lymfocytech [36].

Pfi imunoonkoterapii se uplatiuji jiné
mechanizmy protinddorové intervence
nez pfi klasickych metodach, jako je che-
moterapie, radioterapie nebo i hormo-
ndlni terapie. Dosud pouzivané klasické
hodnoceni Uspésnosti 1éCby, tj. zmen-
$eni nddorové masy zpUsobené pfimym
zabijenim nadorovych bunék, nejsou
pro imunoonkoterapii vhodné. Imu-
noonkologicka lé¢ba predstavuje sti-
mulaci T buné¢né odpovédi, pfi které
se pozitivni reakce na l1é¢bu mize obje-
vit az za nékolik mésicl. Nékteré biop-
sie z metastazi pacientl lécenych vak-
cinami ukazuji na pfitomnost imunniho
infiltrdtu, ktery se Ucastni destrukce na-
dorové hmoty. To m(ize byt ale dopro-
vazeno docasnym extenzivnim otokem,
za kterym mize nasledovat fibréza.
Podobné dlsledky Ize ocekavat i pii blo-
ka¢ni imunoonkoterapii, a proto pouhé
sledovéani velikosti nddoru nemuze
byt jedinym kritériem terapeutického
efektu a podkladem pro rozhodnuti, zda
v |é¢bé pokracovat, ¢i nikoliv. Na zakladé
klinickych pozorovéni byla proto dopo-
rucena nova kritéria a nazvdna immune
related response criteria (irRC) [37].

Teprve 21. stoleti pfineslo jasné kli-
nické diikazy o tom, Ze imunitni systém
je pfi protinddorové terapii mozné
vyuzit. Je to nepochybné dusled-
kem pochopeni fady regula¢nich sys-
témd, které aktivitu imunitniho systému
ovliviuji.
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PREHLED

Protinadoroveé zbrané imunitniho systému

Antitumor Weapons of the Immune System

Hofrejsi V.

Ustav molekuldrni genetiky AV CR, v.v.i, Praha

Souhrn

Vychodiska: Imunitni systém je principidlné schopen rozpoznévat a eliminovat naddorové
bunky. Pouziva k tomu fadu mechanizmu (fagocyty, protilatky, NK burky, cytotoxické T lymfo-
cyty). Tyto zbrané imunitniho systému vsak vétsinou nejsou dostatecné Gcinné, protoze nado-
rové bunky byvaji imunitnim systémem vyhodnoceny jako pfilis podobné burikdm normalnim
a protoze nadorové prostiedi je silné imunosupresivni. Cil: Cilem tohoto ¢lanku je podat velmi
stru¢né zékladni prehled o buné¢nych a molekularnich mechanizmech pouzivanych imunit-
nim systémem v boji proti nadorovym onemocnénim a jejich vyuziti pro vyvoj modernich tera-
peutickych piistupd. Zdvér: Recentni vyrazny pokrok v poznani mechanizmi vztah( mezi imu-
nitnim systémem a nadorovymi burikami umoznil vyvoj novych imunoterapeutickych pfistupt
zahrnujicich monoklonaini protilatky rozeznavajici nadorové antigeny, protilatky blokujici in-
hibi¢ni receptory T lymfocytl, bispecifické protilatkové konstrukty, pomnozeni a stimulaci na-
dorové specifickych T lymfocyt( in vitro, chimérické antigenni receptory exprimované v T lym-
focytech ¢i vakciny zalozené na dendritickych burikach. Zda se, Ze imunoterapie nadorovych
onemocnéni se skute¢né stava realitou.

Klicova slova
nadorové antigeny — imunitni dozor — imunoterapie — monoklonalni protilatky — makrofagy —
aktivace lymfocytl — NK buriky - regulacni T lymfocyty

Summary

Backgound: Immune system is principally capable to recognize and eliminate tumor cells,
using several mechanisms (phagocytes, antibodies, NK-cells, cytotoxic T-lymphocytes). These
immune weapons are usually not sufficiently efficient as tumor cells are mostly evaluated by
the immune system as too similar to normal cells and the tumor microenvironment is very im-
munosuppressive. Conclusion: Recent marked progress in elucidation of mechanisms underly-
ing the relationships between the immune system and tumor cells made it possible to develop
anumber of very promising immunotherapeutic approaches, including monoclonal antibodies
recognizing tumor antigens, antibodies blocking T-cell inhibitory receptors, bispecific antibody
constructs, in vitro expansion and stimulation of tumor specific T-lymphocytes, chimeric antige-
nic receptors expressed in T-cells or dendritic cell-based vaccines. Immunotherapy of neoplas-
tic diseases is apparently becoming reality.

Key words
tumor antigens — immunological surveillance - immunotherapy — monoclonal antibodies -
macrophages - lymphocyte activation - NK-cells - T-lymphocytes regulatory
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PROTINADOROVE ZBRANE IMUNITNIHO SYSTEMU

Uvod

Imunitni systém by mél organizmus
chrénit pred rdznymi nebezpecimi vnéj-
$ihoi vnitfniho ptvodu. StéZejni vyznam
ma samoziejmé obrana proti infek¢nim
onemocnénim, ale imunitni systém li-
kviduje i jind nebezpeci — napf. odstra-
nuje poskozené a odumirajici buriky.
Vyrazné ohrozeni predstavuji samo-
zfejmé také bunky nadorové. Ty se vice
nebo méné lisi od normalnich bunék,
ze kterych vznikly, a proto by teore-
ticky mély byt rozpoznany imunitnimi
mechanizmy a eliminovany. Obecné
oviem plati, Ze imunitni mechanizmy
jsou v obrané proti nadordim ve srov-
nani s mechanizmy antiinfekénimi po-
mérné neucinné. To je zplsobeno pfi-
liSnou podobnosti nddorovych bunék
burtkdm normalnim, takze je imunitni
systém viceméné toleruje, ba dokonce
chrani jako normalni tkdné. Krom toho
jsou nadorové buriky vybaveny fadou
mechanizmd, jimiz se Gtokdm imunit-
nich zbrani uspésné brani. Pokud jsou
tyto problémy prekonany, maze imu-
nitni systém zapojit do boje proti nado-
riim v zasadé vsechny zbrané, které pou-
Ziva tfeba v boji proti virovym infekcim.

Nadorové antigeny

Zékladnim predpokladem reakce imu-

nitniho systému s nadorovymi bunkami

je existence povrchovych antigen, které
by umoznily imunitnimu systému jejich
rozpoznani. Jsou zndmy dva typy na-
dorovych antigen(: antigeny specifické
pro nadory (tumor-specific antigens —

TSA) a antigeny asociované s nadory (tu-

mor-associated antigens — TAA) [1].

Mezi TSA patfi molekuly, které se na
normalnich bunkach vibec nevyskytuji,
jako napt.:

+ Komplexy HLA (human leucocyte anti-
gen) molekul 1. tfidy (hlavné HLA-A,
HLA-B) s abnormalnimi fragmenty bu-
nécnych proteinG (produkty muto-
vanych gend, resp. produkty abnor-
malniho $tépeni normalnich proteind
v nadorové bunce). Takovéto TSA jsou
typické pro chemicky indukované na-
dory a pro nékteré leukemie asociované
s chromozomalnimi translokacemi,
které produkuji specificky abnormalni
protein (napf. fuzni protein Bcr-Abl vzni-
kajici prepisem fuzniho genu na tzv.

filadelfském chromozomu, produktu
translokace mezi chromozomy 9 a 22).

- Komplexy HLA molekul s fragmenty
proteint onkogennich vird (u nadord
vyvolanych viry, jako je polyoma virus,
SV40, EBV).

+ Abnormalni formy glykoproteind; gly-
kosylace, zejména sialylace (tj. pfipojo-
vani molekul kyseliny sialové na konce
oligosacharidovych fetézcd) povr-
chovych glykoproteind mnohych na-
dorovych bunék je odlisnd od bunék
normalnich.

- Idiotopy myeloml a lymfom; tyto
druhy nadorovych bunék odvozenych
od B, resp. T lymfocytd maji na povr-
chu klonotypické antigenné specifické
receptory BCR, resp. TCR, jejichz va-
zebna mista jsou unikatnimi antigen-
nimi strukturami.

TAA nejsou vyluc¢né specifické pro na-
dorové bunky, ale nachazeji se i na né-
kterych normalnich burikdch, vétSinou
plvodem velmi odlisnych od pfislus-
nych bunék nadorovych. Tyto TAA, popf.
jejich solubilni formy uvolfiované z po-
vrchu néddorovych bunék slouzi jako uzi-
tecné diagnostické markery.

Mezi nejznaméjsi TAA patfi napf.:

- Onkofetalni antigeny pfitomné na
(resp. v) normélnich embryonalnich
burikach, v postnatalnim obdobi mizi
a objevuji se pouze na nékterych na-
dorovych burikéch. Patfi sem a-feto-
protein (AFP) sekretovany hepatomy
a karcinoembryonalni antigen (CEA)
produkovany burikami karcinomu
tlustého streva.

- Nékteré melanomové antigeny (MAGE-1,
Melan-A), které jsou silné exprimovany
na melanomovych burkdach, v men-
$im mnozstvi na normalnich melano-
cytech nebo jinych bunkach (testiku-
larni tkané).

- Antigen ERBB2 - receptor rdstového
faktoru epitelidlnich bunék, ktery je
v malém mnozstvi pfitomen na nor-
malnich epitelidlnich bunkach; na
bunkach nékterych karcinom mlé¢né
7lazy je exprimovan silné.

« Adhezivni molekula epitelidlnich bu-
nék EPCAM (silnd exprese na metasta-
zach karcinoma).

- Diferencia¢ni antigeny leukemickych
bunék, které jsou pfitomny na normal-

nich bunkach vyvojové fady leukocytt
v téch diferencia¢nich stadiich, z nichz
jsou leukemické buriky odvozeny. Nej-
znaméjsi je povrchovy antigen akut-
nich lymfoblastickych leukemii CALLA
(common acute lymphoblastoid leu-
kaemia antigen; CD10), charakteris-
ticky antigen pre-B bunék.

Protinadorové imunitni
mechanizmy

Vzhledem k tomu, Ze maligni burnky jsou
odvozeny od bunék normalnich, sdileji
s nimi vétsinu povrchovych antigend,
které jsou oviem imunitnim systémem
tolerovéany jako organizmu vlastni.
Pokud je viak abnormalita nadorovych
bunék imunitnim systémem rozpoznéna,
mohou se na boji s nimi podilet v zasadé
vsechny hlavni imunitni mechanizmy:
nespecifické (neutrofilni granulocyty, ak-
tivované makrofagy, NK burky) i anti-
genné specifické (opsonizacni protilatky
aktivujici komplement, aktivujici fagocy-
tézu a bunécénou cytotoxicitu; zanétlivé
Th1 a cytotoxické (Tc) bunky).

Imunitni dozor

Klasickym pojmem nadorové imuno-
logie je ,imunitni dozor”, tj. hypotéza,
Ze nadorové transformované bunky ve
tkanich bézné vznikaji a jsou prabézné
eliminovany imunitnim systémem [2].
U pacientl s poruchami specifické bu-
né¢né imunity (vrozené, resp. ziskané
imunodeficience) byva vyrazné zvy-
Seno zvlasté riziko nadord vyvolanych
viry. To ukazuje, ze antigenné specifické
imunitni mechanizmy kontroluji pfinej-
mensim tento druh nadord, resp. spise
primdrni virovd onemocnéni, kterd nako-
nec mohou v nékterych burikdch vyustit
ivnadorové premény. U imunodeficient-
nich jedincu existuje viak i ponékud zvy-
$ené riziko vzniku spontadnnich a che-
micky indukovanych nadort (bez virové
etiologie). To bylo prokazano také ve
studiich s geneticky modifikovanymi zvi-
faty, jimz chybi nebo nefunguji T, B, NK
nebo NK T lymfocyty [3].

Aktivované makrofagy

Dulezitou funkci makrofagu je odstra-
novani (fagocytéza) pozUistatklh odum-
felych normalnich i nadorovych bunék
a nékdy i aktivni zabijeni abnormal-
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nich bunék (hlavné ve spolupraci s op-
soniza¢nimi protilatkami). Makrofagy se
také podileji na vzniku zanétlivych reakci
a jsou vyznamnymi producenty nékolika
cytokin(, coZ se komplikovanym zpUso-
bem uplatnuje pfi interakci imunitniho
systému s nadory.

Existuji nejméné dva typy aktivova-
nych makrofagl. Pod vlivem prozanét-
livého cytokinu interferonu-y (IFN-y)
vznikaji makrofagy typu M1 produku-
jici hlavné interleukin-12 (IL-12), které
efektivné fagocytuji a degraduji zbytky
odumfelych bunék a imunokomplexy
v misté poskozeni tkani a umi i likvido-
vat pohlcené mikroorganizmy. Krom
toho jimi produkovany IL-12 podporuje
dalsi rozvoj zanétlivého procesu, pro-
toze stimuluje T lymfocyty a NK burky.

Naproti tomu pod vlivem cytokin(
IL-4 a IL-13 vznikaji z klidovych mak-
rofagd bunky typu M2, jejichz hlavni
funkci je napomahat hojeni a regeneraci
tkani poskozenych poranénim nebo mi-
krobidlni infekci; produkuji hlavné proti-
zanétlivé cytokiny IL-10 a TGF-(.

Makrofagy obvykle ve zna¢ném
mnozstvi infiltruji nadory a jejich role je
zde spise negativni, jelikoz byvaji hlavné
typu M2. Imunitni systém v tomto pfi-
padé zjevné nepatfi¢cné vyhodnocuje
nddorovou tkan jako poskozenou, zra-
nénou, které je potfeba pomoci. Mak-
rofdgy asociované s nadory tak dosti
vyrazné podporuji rast nador(, angio-
genezi, ale i schopnost bunék primar-
niho nddoru metastazovat [4]. Pacienti
s nadory silné infiltrovanymi makrofagy
mivaji horsi progndzu nez ti s infiltraci
slabou.

Podobny protektivni Gc¢inek maji
také makrofaglim ponékud podobné,
tzv. myeloidni tlumivé bunky (my-
eloid-derived suppressor cells - MDSC),
které infiltruji nadory a potlacuji v nich
protinddorové imunitni mechanizmy [5].

NK bunky

NK bunky (natural killer -, pfirozeny zabi-
jec") byly popsany jako lymfocyty, které
jsou schopny rychle (bez pfedchozi sti-
mulace, proliferace a diferenciace) zabi-
jet nékteré nadorové a virové infikované
bunky, a to mechanizmy velmi podob-
nymi tém, které pouzivaji i cytotoxické
T lymfocyty (Tc, viz nize) [6]. Na rozdil od

T a B lymfocytd nemaji NK buriky anti-
genné specifické receptory; abnormalni
buriky (nddorové a nékteré virové infi-
kované) rozeznavaji podle toho, Zze maji
na povrchu abnormélné malo HLA mo-
lekul 1. tfidy (HLA-A, -B, -C) a krom toho
maji na svém povrchu zvysené mnozstvi
povrchovych proteinl rozeznavanych
jejich aktiva¢nimi receptory, mezi které
patii molekuly zvané NKG2D, CD94,
NKp46, NKp44 ¢i NKp30. Signaly poskyt-
nuté témito receptory aktivuji NK burnky
k vyliti obsahu jejich cytoplazmatickych
cytotoxickych granuli na kontaktova-
nou nadorovou buriku. Podobné puisobi
i signalizace pres aktivacni Fc receptor
CD16.Ten interaguje s Fc ¢astmi protilat-
kovych molekul navazanych na povrch
nadorovych bunék a nasledné spousti
degranulaci NK bunék. Tento mechani-
zmus je zndm jako ADCC (antibody-de-
pendent cellular cytotoxicity) [7].

Protilatky

Protilatky se v protinddorové obrané
uplatiuji pfedevsim tak, ze se nava-
zuji na povrchové nadorové antigeny
(typu TSA ¢i TAA), tim je opsonizuji,
a tak umoznuji jejich napadéni fagocyty
(makrofagy M1, neutrofilni granulocyty)
¢i NK burikami (mechanizmus ADCC -
viz vyse). Uplatriovat se mUze také akti-
vace komplementu: protilatky nékterych
izotypl navazané na povrch nadorové
buriky mohou aktivovat klasickou cestu
komplementu, coz pfispivd k opsoni-
zaci, chemotaxi fogocytd, rozvoji zanét-
livé reakce a findlné i k osmotické lyze
membranolytickym komplexem kom-
plementu. Vazba protilatek na urcité po-
vrchové receptory muze vyvolat v takto
napadené nadorové burice i jeji apopto-
tickou smrt. Zasadné dllezité je, Ze pro
vznik kvalitnich vysokoafinnich protila-
tek proti nddorovym antigentim nestaci,
aby tyto nddorové antigeny byly rozpo-
znany specifickymi B lymfocyty pomoci
jejich antigenné specifickych receptortd
(B-cell receptor — BCR). Nezbytna je spo-
luprace téchto B lymfocytd s pomoc-
nymi T lymfocyty, které jim dodavaji
nepostradatelné kostimula¢ni signaly.
Proto je nutné, aby nddorové antigeny
(resp. jejich peptidové fragmenty nava-
zané na HLA proteiny) byly témto po-
mocnym bunkam predkladany zpravidla

prostfednictvim zralych dendritickych
bunék (viz nize).

T lymfocyty
rovym zbranim patii cytotoxické T lym-
focyty (Tc) [8]. Ty rozeznavaji pomoci
svych antigenné specifickych recep-
tord (T-cell receptor — TCR) bunky infi-
kované viry nebo jinymi intracelularnimi
parazity, popt. bunky jinak abnormalni
(poskozené stresem, nékteré nadorové
bunky) a ni¢i je mechanizmy zavislymi
na bezprostifednim tésném kontaktu
mezi Tc a napadanou bunkou nebo pro-
strednictvim sekretovanych produktd.
Imunitni odpovédi zalozené na Tc (ale
i na jinych typech T lymfocyt( a de facto
i na B lymfocytech spolupracujicich s po-
mocnymi T lymfocyty) jsou zahajovény
v lymfatickych uzlindch tak, Ze pfislusné
antigenné specifické T lymfocyty musi
nejprve rozeznat komplexy HLA pro-
teinl 1, resp. Il. tfidy s antigennimi pep-
tidy (napt. fragmenty virovych protein(
nebo produktd onkogent) na povrchu
aktivovanych, zralych bunék prezentu-
jicich antigen (antigen presenting cell -
APC), které musi mit patticné adhezivni
molekuly a kostimula¢ni molekuly (li-
gandy nékolika kostimulac¢nich recep-
torG T lymfocytl, z nichz nejdalezitéjsi je
CD28). Takovymi APC mohou byt hlavné
dendritické bunky, pfipadné také makro-
fagy nebo aktivované B lymfocyty. Tyto
APC pohlti pfislusné antigeny, které po-
chazeji z infikovanych, nadorovych nebo
stresovanych bunék, rozstépi je na pep-
tidové fragmenty, které pak vystavi na
svém povrchu v komplexu s HLA moleku-
lami. Pokud prekurzorovy T lymfocyt ro-
zeznd takovyto antigen na povrchu jinych
bunék, které nemaji stimula¢ni vlastnosti
profesiondlnich APC (typicky naprosta
vétSina nadorovych bunék), dostane
pouze prvni signal (pres svij TCR) a zadny
kostimulac¢ni signal. To ji utlumi, nebo
u ni dokonce navodi apoptotickou smrt.
Dojde-li tedy k prvnimu kontaktu s anti-
genem na povrchu kvalitni APC, prekur-
zory Tc za¢nou proliferovat a diferencovat
na klon zralych efektorovych cytotoxic-
kych bunék (Tc). Poruchy u¢inné prezen-
tace nadorovych antigent T lymfocytiim
jsou jednou z hlavnich pfi¢in selhavani
imunitni obrany proti nadordm.
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Zralé efektorové Tc jsou roznaseny
krevnim obéhem do tkani, kde mohou
zacit plsobit - tedy napf. zabijet nado-
rové bunky, které maji na svém povrchu
spravné komplexy HLA proteinl s frag-
menty nadorovych antigenU. Takovéto
zralé Tc jsou uz k aktivaci cytotoxickych
mechanizm( stimulovany pouze jednim
signalem (ptes TCR, kostimulacni signal
pfes CD28 uz neni potfebny).

Tc podobné jako NK burky pouzivaji
tfi druhy cytotoxickych mechanizmu:

1.V cytoplazmé zralych Tc se nachazi
mnozstvi cytotoxickych granuli (specia-
lizovanych lysozom(), které obsahuji
protein perforin a protedzy zvané gran-
zymy. Poté, co Tc lymfocyt rozezna po-
moci adhezivnich molekul a TCR ,vad-
nou” bunku, obsah granuli se uvolfuje
do uzké stérbiny mezi obéma burikami
(dochézi k ,degranulaci”), perforin vy-
tvafi v plazmatické membrané napa-
dené bunky péry, kterymi do burky
proniknou molekuly granzymu. Ty pak
spusti kaskady reakci kulminujici v apo-
ptotickou smrt takto zasazené bunky.

2. Na povrchu Tc se nachazi protein
zvany Fas-ligand (FasL). FasL se vaze na
Lapoptoticky receptor” Fas (CD95) pfi-
tomny na povrchu mnoha rdznych typl
bunék, v¢etné bunék nadorovych. Inter-
akce FasL s receptorem Fas aktivuje v na-
padené bunce apoptotické mechanizmy.

3. Oba predeslé zplsoby vyzaduiji in-
dividualni kontakt cilové buriky s cytoto-
xickym lymfocytem. Tc pouzivaji k zabi-
jeni cilovych bunék také své sekretované
produkty, zejména cytokin lymfotoxin
(LT, TNF-B), ktery plsobi podobné jako
FasL (indukuje apoptézu).

Kromé bunék Tc se v protindadoro-
vych imunitnich reakcich uplatiuji jako
pomocné burky také subpopulace
Th1 a Th17, které produkuji fadu proza-
nétlivych cytokinl (napf. IL-2, IFN-y, IL-6,
IL-17) a podporuji vyzravani Tc.

Imunitni mechanizmy tlumici
protinadorové reakce

Pro pribéh protinddorovych imunitnich
reakci ma zasadni vyznam existence né-
kolika typl mechanizmd, které imunitni
reakce tlumi. Ty jsou obecné dulezité
proto, aby imunitni odpovédi nebyly pro-
vazeny pfilis intenzivnimi sebeposkozuji-

cimiimunopatologickymi reakcemi.V pfi-
padé protinadorovych odpovédi jsou ale
tyto ,bezpecnostni pojistky” pficinou ob-
vykle nedostate¢né Ucinnosti protinddo-
rovych imunitnich mechanizmd.

Prvni typ tlumivych mechanizmd je
zalozen na nékolika inhibi¢nich recep-
torech na povrchu aktivovanych T lym-
focytl, predevsim molekuldch zva-
nych CTLA-4 a PD-1. Ty se vaZou na
ligandy (CD80 a CD86 v pfipadé CTLA-4,
PD-L1 a PD-L2 v pfipadé PD-1), které se
vyskytuji na povrsich rdznych bunék,
véetné APC a mnohych nadorovych
bunék. Interakce mezi inhibi¢nimi re-
ceptory a jejich ligandy vede prostred-
nictvim dobfe prozkoumanych mecha-
nizmu k utlumeni aktivace T lymfocyt(.

Dalsi velmi dulezity mechanizmus ne-
gativni regulace imunitnich odpovédi je
zaloZen na nékolika typech tzv. regulac-
nich T lymfocytl (Treg) [9]. Tyto buriky
jsou schopny potlacovat aktivity jinych
efektorovych T lymfocyt(, ale i nékterych
dalsich bunék imunitniho systému. Nej-
Iépe prozkoumany jsou tzv. pfirozené re-
gula¢ni CD4* T lymfocyty (Treg), které
vznikaji v thymu, tvofi zhruba 5 % krev-
nich lymfocytl a nesou ,autoreaktivni”
TCR. Na rozdil od jinych autoreaktivnich
T lymfocytd vsak vlastni tkdné nejen ne-
napadaji, ale naopak potlacuji autoimu-
nitni reakce. Mechanizmy jejich pusobeni
jsou zalozeny hlavné na produkci tlumi-
vych cytokin0 (IL-10, TGF-B), ale pusobi
také pfimym kontaktem s jinymi bun-
kami. Defekty Treg vedou ke vzniku au-
toimunitnich onemocnéni. Podobné tlu-
mivé vlastnosti ma zfejmé mala, dosud
méné dobre prostudovana subpopulace
CD8* T lymfocytd, pravdépodobné odpo-
vidajici bunkam dfive zvanym supreso-
rové, resp. tlumivé T lymfocyty (Ts) [10].
Buriky Treg velmi G¢inné tlumi protina-
dorové imunitni mechanizmy, protoze
nadorové buriky jsou jimi rozpoznavany
jako bunky vlastni, zasluhujici ochrany.

Dulezity tlumivy Gcinek maji také vyse
zminéné makrofagy typu M2 a burky
MDSC zminéné vyse (odstavec Aktivo-
vané makrofagy).

Mechanizmy odolnosti nadorti
vici imunitnimu systému

RGzné typy nadorovych bunék se lisi
zplsoby, kterymi se mohou vyhnout

atoku imunitniho systému [11]. Rada

mechanizm Uniku je analogicka s uni-

kovymi mechanizmy infekénich mik-
roorganizmu. NejdlleZitéjsi z nich jsou:

- Nadorové buriky jsou zna¢né variabilni
(vznik mutantnich forem, které ztratily
naddorovy antigen a stavaji se pro imu-
nitni systém ,neviditelnymi”).

+ Mnohé nadory produkuji faktory inhi-
bujici T lymfocyty i jiné imunitni buriky
(rozpustné formy nadorovych anti-
gend odvrzené z povrchu, cytokiny
s inhibi¢nim Gc¢inkem, napf. TGF-{,
IL-10).

A jak jiz bylo uvedeno vyse, nddorové
buriky navic nefunguji jako profesio-
nalni APC a naopak vyuzivaji plisobeni
regula¢nich (tlumivych) T lymfocytl
(Treg), makrofagy typu M2 a MDSC, které
chrani nddory podobné jako normalni
tkané.

Moznosti imunoterapie nadort

Da se fici, ze jako vice ¢i méné perspek-
tivni se dnes jevi vyuziti prakticky viech
vyse uvedenych zndmych zbrani imunit-
niho systému, a to jak jednotlivych, tak
v kombinaci s konvencnéjsimi postupy.

»Nespecificka” stimulace imunitnich
mechanizmu

Empirické zkuSenosti jiz davno indiko-
valy, Ze v nékterych pripadech intenzivni
anti-infekéni imunitni reakce mohou byt
provazeny regresi nadoru. To vedlo k po-
kusdm vyprovokovat takovouto pro-
tinddorovou reakci pomoci Uumysiné
navozeného horec¢natého infek¢niho
onemocnéni; vysledky této nebezpecné
metody byly sice sporné, ale nékteré jeji
aspekty jsou dale rozvijeny [12]. Na po-
dobném principu je zaloZena i schvalend
metoda instila¢ni imunoterapie povr-
chovych nadort mocového méchyre po-
moci nalevd obsahujicich oslabené Zivé
mykobakterie (BCG). Tento postup vede
zifejmé k aktivaci nékolika typl imuno-
cytQ, které vice ¢i méné Gspésné likviduji
nadorové bunky [13].

Pozoruhodné je, Zze néktera chemote-
rapeutika (napf. imatinib mesylat, cyk-
lofosfamid, antracykliny, 5-fluorouracil)
i urcité rezimy ozarovani maji prekva-
pivé imunostimula¢ni Uc¢inky - nado-
rové bunky hynou jejich plsobenim
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LJmunogennim zpdsobem?”. Ten je cha-
rakterizovan hlavné stresovou reakci
endoplazmatického retikula a prezen-
taci intracelularnich molekul ,signal
nebezpedi” [14].

Potlac¢eni makrofagi typu M2
a bunék MDSC asociovanych
s nadory
Je nasnadé, Ze ke zvyseni Uspésnosti te-
rapie nadorovych onemocnéni by mohlo
pfispét odstranéni makrofagd typu
M2 (a bunék MDSC) z nadord, resp. jejich
nahrazeni makrofagy typu M1 [15]. Jed-
nou moznou cestou je zabranit infiltraci
nadorG krevnimi monocyty, jez se v na-
dorové tkani preméni v makrofagy M2.
Toho Ize dosdhnout pomoci protilatek
blokujicich chemokin (chemotakticky
cytokin) CCL2 produkovany nadorovymi
bunkami, ktery vabi monocyty. V ex-
perimentalnim mysim modelu to sku-
tecné vede k vyraznému potlaceni roz-
sevu primarniho nadoru mlécné zlazy.
Neocekdvanou komplikaci vsak bylo,
ze po skonceni protilatkové terapie se
nejen rychle obnovil metastaticky pro-
ces, ale dokonce byl jesté intenzivnéjsi -
dlvodem ziejmé byla snaha nddorovych
bunék kompenzovat ztratu funkcéniho
CCL2 jeho zvysenou produkci [16].
Ponékud paradoxni komplikaci stan-
dardnich terapii nddorovych onemoc-
néni maze byt to, Ze nadorové bunky
odumirajici v dusledku radio- ¢i chemo-
terapie apoptoticky vyrazné stimuluji
makrofagy pfitomné v nadoru a v jeho
blizkosti k posileni jejich M2 charakteru,
tedy k posileni jejich vlastnosti podpo-
rujicich rlst nadoru. Je tedy pravdépo-
dobné, Ze mnohé terapie nador( vyvo-
lavaji dva protichiidné mechanizmy - na
jedné strané navozuji zaddouci apopto-
tickou smrt nddorovych bunék, ale na
druhé strané tém odolnéjsim vytvareji
paradoxné lepsi podminky pro dalsi rdst.
Pokud by se podafilo néjakym zptisobem
zamezit oné nezadouci interakci apopto-
tickych nddorovych bunék s makrofagy,
mohlo by to vyznamné zvysit ucinnost
nékterych terapeutickych metod [17].

Protilatky proti nékterym

TSA nebo TAA

V soucasné dobé se rutinné pouziva
fada protinadorovych monoklonal-

nich protilatek a ve fazi preklinického
vyzkumu nebo klinickych studii je cela
fada dalsich. Mechanizmy jejich pUso-
beni zahrnuji vétsinu fyziologickych
funkci protilatek, jako je blokovani re-
ceptord rastovych faktord nadorovych
bunék, opsonizace, aktivace fagocytud

a NK bunék prostrednictvim Fc-recep-

tord (mechanizmus zvany ADCC, tedy

»antibody-dependent cellular cytotoxi-

city”), aktivace komplementu, indukce

apoptozy.

Pro klinické pouziti je nutné, aby tera-
peutické monoklonalni protilatky (ob-
vykle primarné mysiho pavodu) byly
genetickymi manipulacemi maximalné
+humanizovany*, tedy aby byly struk-
turné co nejpodobnéjsi protilatkam lid-
skym. Tim se minimalizuje imunogen-
nost téchto preparatll v organizmu
pacienta. Komplikaci je moznost posko-
zeni normalnich tkani (monoklonalni
protilatka je obvykle zaméfena proti
TAA) a imunoselekce rezistentnich va-
riant nadorovych bunék.

Pomérné uspésné se klinicky pouzi-
vaji (vétsinou v kombinaci s jinymi te-
rapeutickymi prostiedky) zejména
napt. nasledujici monoklonalni proti-
latky (v zavorce pfislusny antigen a one-
mocnéni) [18-20]:

- trastuzumab, pertuzumab (ERBB2;
karcinom prsu),

- rituximab, tositumomab (CD20;
lymfomy),

« alemtuzumab (CD52; chronicka lymfo-
cyticka leukemie),

+ bevacizumab (VEGF; metastaticky kar-
cinom tlustého stfeva, v kombinaci s ji-
nymi lécivy i nékteré jiné druhy na-
dory; je tfeba poznamenat, Ze zde se
nejedna o nadorovy antigen, ale o rls-
tovy faktor),

- cetuximab, panitumumab (EGFR; kolo-
rektalni karcinom).

Kromé samotnych monoklondlnich
protilatek je mozno pouzit i jejich kon-
jugdtld s Gcinnymi toxiny (konjugaty se
nazyvaji imunotoxiny) nebo radioizo-
topy (radioimunotoxiny). Pfikladem
je gemtuzumab ozogamicin (konju-
gat monoklonalni protilatky proti anti-
genu myeloidnich bunék CD33 s cyto-
statikem kalicheamycinem) pouzitelny
k 1é¢bé myeloidnich leukemii nebo to-

situmomab-'*'l (konjugat monoklo-
nalni protilatky proti antigenu B lymfo-
¢yt CD20 s radioizotopem 'l). U téchto
preparatl protilatka zanese toxin i ra-
dioizotop specificky do mista nadoru,
¢imz se snizuje nespecifické postizeni
zdravych tkani.

Protilatky blokujici tlumivé receptory
T lymfocytu
Jako neobycejné perspektivni se v po-
sledni dobé jevi pouziti monoklonalnich
protilatek blokujicich tlumivé receptory
T lymfocytl, predevsim CTLA-4 a PD-1.
Tento pristup vede k ,odblokovani” na-
dorové specifickych T lymfocytl a vyraz-
nému zvyseni jejich protinddorové akti-
vity. Schvaleny, resp. v pokrocilych fazich
testovani jsou napf. nasledujici prepa-
raty této tridy (v zavorce pfislusny cilovy
inhibi¢ni receptor a onemocnéni) [21]:
- ipilimumab, tremelimumab (CTLA-4;
karcinomy, melanomy, lymfomy),
- pembrolizumab, nivolumab (PD-1;
karcinomy, melanomy, lymfomy,
glioblastomy).

Krom toho probihd fada klinickych
testl ovéfujicich potencidl monoklo-
nalnich protildtek proti PD-L1 nebo
proti dalSimu inhibi¢nimu receptoru
LAG3 a jesté vice preklinickych stu-
dii zaméfenych na fadu dalSich poten-
cialné nadéjnych povrchovych recep-
tord T lymfocytl (TIM3/CD366, CD200,
TIGIT, BTLA/CD272, B7-H3/CD272,
B7-H5/VISTA) [21].

Bispecifické protilatkové konstrukty

Jako nadéjné se jevi také pouziti uméle
konstruovanych bispecifickych mo-
noklonalnich protilatek, jejichz jedno
vazebné misto rozeznavd nadorovy
antigen a druhé se vazZe na nékterou mo-
lekulu na povrchu T ¢i NK bunék (CD3,
CD2, CD16). Takovéto konstrukty (nazy-
vané casto bispecific T-cell engagers -
BiTEs) jsou schopny pfivést do tésného
kontaktu nddorové bunky s velkym po-
¢tem T lymfocytd nebo NK bunék, pii-
¢emz tyto efektorové bunky nemusi byt
vybaveny receptory specificky rozpo-
znavajicimi cokoli na povrchu nadorové
buriky. Ponékud prekvapivé staci, aby
takovyto uméle navozeny kontakt mezi
nadorovou bunkou a ,nespecifickym”
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Obr. 1. Bispecificky protilatkovy konstrukt BiTE typu blinatumomab.

Konstrukt je pfipraven na genové urovni tak, Ze se sklada z Fv fragmentu pochézejiciho z monoklondini protilatky (mAb) proti povr-
chové molekule T lymfocytd CD3 a druhého Fv fragmentu pochézejiciho z monoklonalni protilatky proti nddorovému antigenu. Takovy
bispecificky konstrukt je schopen zprostfedkovat tésny kontakt mezi T lymfocyty a malignimi burikami a navodit aktivaci cytotoxickych

mechanizm.

lymfocytem plné aktivoval jeho cytoto-
xické mechanizmy vedouci k likvidaci
napadené nadorové buriky. Pivodni ne-
pfilis uc¢inné konstrukty byly zalozeny
na spojeni celych monoklondlnich pro-
tildtek, ptipadné jejich Fab fragmenta.
Optimalni vysledky byly v posledni dobé
dosazeny teprve s konstrukty slozenymi
z minimalnich Fv fragmentt pfislusnych
monoklonalnich protilatek (tj. fragmentt
skladajicich se z variabilnich domén téz-
kého a lehkého fetézce, které vytvareji
specifické vazebné misto) spojenych fle-
xibilnim linkerem 20 aminokyselin (sek-
vence GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS).
Prvnim preparatem tohoto typu schva-
lenym FDA (pro lécbu refraktorni akutni
lymfoblastické leukemie) je blinatumo-
mab - konstrukt skladajici se z Fv frag-
mentu monoklondlni protilatky rozpo-
znavajici povrchovy protein normalnich

i malignich B lymfocytd CD19 a Fv frag-
mentu monoklondlni protilatky vazici
CD3 podjednotku antigenné specific-
kého receptoru T lymfocytt (obr. 1) [22].

Adoptivni T bunécné terapie

Tento pfistup spociva v namnoZeni a ak-
tivaci pacientovych T lymfocytl ex vivo
a vraceni zpét nitrozilni infuzi [23]. Lym-
focyty se ziskavaji z krve nebo pfimo
z infiltrdtu nddoru. V prvnim pfipadé jde
o tzv. LAK bunky (lymphokine activa-
ted killers), v druhém o TIL (tumor infil-
trating lymphocytes) burky. LAK burnky
se ziskaji stimulaci smési T a NK bunék
pacienta in vitro cytokiny (hlavné IL-2);
predpoklada se, Ze se tim aktivuji i utlu-
mené nadorové specifické bunky. Takto
stimulované buriky se vrati zpét do krev-
niho obéhu pacienta a v nékterych pfi-
padech alespon z¢asti potlaci rist na-

doru. Podobné je tomu u bunék TIL;
v tomto pfipadé se vsak izoluji lymfo-
cyty, které infiltrovaly do nadoru (ziskaji
se z chirurgicky odstranéného nadoru).
Takové bunky by mély byt nadorové
specifické a pravdépodobné utlumené
stykem s nadorem, ktery neposkytuje
kostimulac¢ni signaly; stimulace cyto-
kiny in vitro mize tento defekt ¢astecné
napravit.

Chimérické antigenni receptory
Imunitni systém obsahuje sice obrovské
mnozstvi klonl lymfocytd, ale jen nepa-
trny zlomek z nich nese receptory va-
Zici nddorové antigeny. To spolu s malou
imunogennosti nddord zplisobuje ne-
dostate¢nou pfirozenou protinddoro-
vou ucinnost imunitniho systému.
Pomoci modernich molekulérné-bio-
logickych metod Ize oviem vybavit velky
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Obr. 2. Schéma chimérického antigenniho receptoru (CAR) rozeznavajiciho povrchovy protein leukemickych bunék CD19.

Molekula chimérického receptoru se sklada z: A. extraceluldrni rozeznavaci ¢asti pochézejici z molekuly monoklonalni protilatky speci-
fické pro povrchovy antigen leukemickych bunék CD19; B. kratkého transmembranového Useku (20 hydrofobnich aminokyselin), kterym
je receptor zakotveny v povrchové membrané bunky; C. intraceluldrniho signaliza¢niho Useku pochdzejiciho z pomocného (kostimulac¢-
niho) receptoru T lymfocytd zvaného 4-1BB (CD137) a D. intraceluldrniho signalizacniho Useku pochazejiciho ze signaliza¢ni podjednotky
afT-receptorového komplexu. Molekula chimérického receptoru je na genové drovni uméle ,poskladana” z uvedenych ¢asti tfi pfiroze-
nych molekul a optimalné kombinuje jejich vlastnosti. Specifita takového konstruktu muéze byt vcelku libovolné ménéna pouzitim pfi-
slusnych vychozich monoklonalnich protilatek (resp. gent kodujicich jejich polypeptidové retézce).

pocet T lymfocytl receptory Zadouci spe-
cificity. Genetické konstrukty kédujici ta-
kové receptory jsou vytvoreny z Usekl
DNA koédujicich antigenné specifické
Fab nebo Fc fragmenty monoklonalnich
protilatek a genovych Usekd kédujicich
transmembranové a intraceluldrni sig-
nalizacni ¢asti vhodnych imunorecep-
tord (TCR, CD28, CD40, CD137) (obr. 2).
Po vneseni takového umélého genu do
T lymfocytl pacienta a jejich namno-
zeni in vitro ziskdame prakticky libovolné
velky pocet cytotoxickych lymfocytli roz-
pozndvajicich zvoleny povrchovy antigen
nadorovych bunék. Ty na svém povrchu
stabilné exprimuji produkty vneseného
genetického konstruktu, tzv. chimérické
antigenni receptory (CAR), které funguji
v principu stejné jako normélni antigenné
specifické receptory, avsak jejich specifita
je definovana protilatkovou casti a jejich
signaliza¢ni intraceluldrni ¢asti jsou mno-
hem 0cinnéjsi, nez je tomu u pfirozenych
jednoduchych receptord (obr. 3).

Tento postup zaloZeny na chiméric-
kych receptorech rozeznavajicich povr-

chovy glykoprotein B lymfocytd a lym-
fom0 CD19 byl v nékolika modifikacich
pouzit s velmi nadéjnymi vysledky v kli-
nickych studiich u pacient s hemato-
logickymi malignitami (leukemie a lym-
fomy) odvozenych z B lymfocytl [24].
Pfi této terapii samoziejmé dochazi
také k likvidaci normalnich B lymfo-
cytl, a tim k protilatkovému deficitu,
ktery lze ale snadno fesit podavanim
imunoglobulinG.

Nadorové vakciny

Po identifikaci peptid{ rozeznavanych
nadorové specifickymi klony T lymfocytt
urcitého pacienta Ize pomoci téchto syn-
teticky pfipravenych peptidi in vitro (sa-
mozrejmé v pfitomnosti bunék prezen-
tujicich antigen) nebo in vivo stimulovat
protinadorové T lymfocyty, a tim docilit
ucinné odpovédi. Nevyhodou je HLA re-
strikce (tj. pouzitelnost pouze u pacientt
s vhodnymi alelickymi formami HLA mo-
lekul) aobecné maldimunogennost pep-
tidG. Tento pfistup byl pouzit v mnoha
desitkach malych klinickych studii s po-

mérné skromnymi vysledky [25]. Jinou
moznosti je vyuziti dendritickych bunék
kultivovanych s nddorovymi antigeny
(ve formé prostého lyzatu nadoru, apo-
ptotickych nadorovych bunék nebo pu-
rifikovaného antigenu, je-li znam) ja-
kozto ucinnych bunék prezentujicich
antigen [26,27]. Dendritické buriky se
v potfebném mnozstvi obvykle pfipra-
vuji z krevnich monocytl plsobenim
smési vhodnych cytokind (GM CSF, IL-4).
Ty se po inkubaci s nddorovymi antigeny
injikuji pacientovi, v némz pak stimuluji
jeho T lymfocyty k protinddorové odpo-
védi. Doposud jedinym pfipadem tako-
véto vakciny pouZitelné v praxi je Sipu-
leucel-T schvaleny pro terapii karcinomu
prostaty. Rada dal3ich obdobnych vak-
cin je ve fazi II-1ll klinickych zkousek
u pacientli s melanomem nebo karcino-
mem prostaty i ledvin a zkousi se u celé
fady dalSich nddorovych onemocnéni.
Kromé uvedenych dvou typl nado-
rovych vakcin jiz mnoho let probiha
testovani fady dalSich experimental-
nich pfistupq, jako jsou napt. DNA-vak-
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Obr. 3. Likvidace leukemické buriky burikou Tc nesouci CAR (chiméricky receptor).

Bunka Tc rozezna pomoci chimérického ,superreceptoru” CAR na povrchu leukemické
bunky povrchovy antigen CD19. Kontakt mezi molekulami CAR a CD19 spusti v burice Tc
signalizacni déje, které vyusti v aktivaci cytotoxickych mechanizm a zabiti napadené leu-
kemické bunky. Burika Tc nasledné mize kontaktovat a zabit dalsi leukemické buriky (,sé-
riové zabijeni”). Na povrchu prislusnych bunék jsou desetitisice az statisice kopii molekul
CD19, resp. CAR. Kromé toho jsou na jejich povrsich stovky jinych druht povrchovych pro-

Zvo

teind (v tisicich az milionech exemplara).

ciny (expresnich vektory (bakteridlni,
virové, plazmidové) nesouci gen ko-
dujici nddorovy antigen) ¢i vakciny za-
lozené na geneticky modifikovanych
nadorovych burikdch exprimujicich kos-
timula¢ni molekuly a cytokiny stimulujici
T lymfocyty. Tato tematika svym rozsa-
hem dalece pfekracuje rdmec tohoto
stru¢ného prehledu. Aktudlni pfehled
o stavu probihajicich vakcina¢nich klinic-
kych studii podava recentni prehledny
¢lanek [26].

Zaveér

Snahy o imunoterapii nddorovych one-
mocnéni prosly dlouholetym vyvojem
ve vinach stiidajicich optimizmus s pe-
simizmem. Nyni jsme ve fazi velkého
optimizmu - zda se, Ze na zakladé da-
kladného poznéni rady zakladnich imu-
nitnich mechanizm a jejich regulace
v poslednich 20 letech mohou nékteré
imunoterapeutické postupy jiz velmi
brzy pfinést alespon u nékterych one-
mocnéni skute¢ny pralom a do znac¢né
miry pfinejmensim G¢inné doplnit, ne-li

¢astecné nahradit standardni metody,
jako je chemoterapie a radioterapie.
Zda se jisté, ze poznatky ziskané z vel-
kého poctu probihajicich klinickych stu-

dii v pfistich letech vyznamné posili vy-
znam imunoterapeutickych pfistup(
v klinické onkologii.
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Uloha regulaénich T bunék v protinadorové

imunitni odpovédi

The Role of Regulatory T-cells in Antitumor Immune Response
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Souhrn

Regula¢ni T lymfocyty (Treg) jsou nezbytné v regulaci imunitni homeostéazy a prevenci rozvoje
autoimunitnich reakci. Regula¢ni T buriky zabranuji vzniku autoimunitnich nemoci, udrzuji
imunitni homeostazu a moduluji imunitni odpovéd béhem infekce. Jejich aktivita je precizné
kontrolovéna. Regula¢ni T buriky jsou jednou ze skupin imunitnich bunék, jez mohou pod-
porovat rlst nddoru. Svou funkci uskutecnuji skrze inhibici efektorovych T bunék a regulaci
nadorového mikroprostfedi pomoci produkce fady solubilnich faktor(. Rada praci prokézala,
Ze mnozstvi Treg bunék je zvyseno u solidnich nadord i u hematologickych malignit. Nicméné
stéle je malo zndmo o mechanizmech, které vedou ke zvyseni a udrzeni zvysenych hladin Treg
bunék u nddorovych onemocnéni. V tomto piehledu se mimo jiné zamétime na popis funkce
a fenotypu Treg bunék, jejich modulaci humorélni imunitni odpovédi a interakci s nadorovymi
kmenovymi burikami. Nové moznosti ovlivnéni Gc¢inkd Treg bunék mimo jiné dovoluje i sou-
¢asny rozvoj moderni imunoterapie nadord.

Klicova slova
regula¢ni T lymfocyty — Foxp3 - fenotyp — humoralni imunita - nddorové kmenové buriky

Summary

Regulatory T-lymphocytes (Treg) are essential for regulation of immune homeostasis and
prevention of autoimmune disease development. Regulatory T-cells prevent the onset of au-
toimmune diseases; they keep immune homeostasis and modulate immune response during
infection. Their activity is precisely controlled. Regulatory T-cells belong to one group of im-
mune cells, which can support tumor survival and growth. They realize their function through
inhibition of effector T-cells and by regulation of tumor microenvironment through production
of various soluble factors. Many publications have proven that the amount of Treg cells is eleva-
ted in both solid tumors and in hematologic malignancies. Nevertheless, little is known about
mechanisms, which allow increase and maintenance of elevated Treg cells in cancer patients.
In this review, we will focus, among others, on the description of function and phenotype of
Treg cells, their modulation of humoral immune response and interaction with cancer stem
cells. Current development of modern tumor immunotherapy allows new possibilities of influ-
encing Treg cells function.

Key words
regulatory T-cells — Foxp3 - phenotype — humoral immunity — cancer stem cells
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Uvod

Relevantni vyzkum, ktery se zaby-
val supresorovymi T bunkami, zapo-
cal zacatkem 70. let 20. stoleti. V roce
1971 byly identifikovany tzv. supreso-
rové buriky [1], fada problém vsak zpo-
malila dal3i pokrok na tomto poli. Pfe-
devsim bylo obtizné nalézt znaky, které
by odlisily regulacni T bunky (Treg) od
ostatnich T bunék. Molekuldrni me-
chanizmus imunologické suprese re-
gula¢nimi T bunkami tak nebyl velmi
dlouho pochopen. A¢koliv v 80. letech
20. stoleti zUstal koncept T supresoro-
vych bunék stdle zahalen rouskou ta-
jemstvi, identifikace CD4* T klond, které
potlacovaly autologni protinddorovou
odpovéd, naznacovala, ze mechaniz-
mus celuldrni imunosuprese stimulo-
vany nadorem in vivo musi existovat [2].
V 80. letech 20. stoleti byly také po-
psany vyznamné funkce rdznych cyto-
kinQ, vcetné IL-10 [3]. V roce 1995 byla
nasledné objevena koexprese anti-
genu CD25, a fetézce receptoru IL-2,
na Treg [4]. Byly identifikovany T buriky
CD4* fenotypu vysoce exprimujici niz-
koafinitni receptor IL-2 CD25, které za-
brafiovaly vzniku autoimunity na zvi-
fecim modelu. Nasledné byly popsany
rozdilné T subpopulace zahrnujici pfi-
rozené CD4+25"* Treg buriky, induko-
vané Treg (Tr1 a Th3 bunky) a CD4+25"*
vznikajici v periferii z CD4+25- bunék [5].
U ¢lovéka neni CD25 antigen zcela spe-
cificky pro Treg buriky a je exprimovan
v rlzné intenzité také na efektorovych
T burikéch. PFi hledani vice specifického
znaku byl identifikovan transkripcni fak-
tor Foxp3. Charakteristickou vlastnosti
CD4+25"*Foxp3* Treg bunék je schop-
nost aktivné inhibovat CD4* a CD8*
T buriky, dendritické buriky, NK bunky,
NKT bunky a B bunky pfi mezibuné¢-
ném kontaktu, a to také v zavislosti na
jejich mnozstvi.

Funkce Treg bunék

Forkhead box P3 (Foxp3*) Treg buriky re-
guluji mimo jiné (prevence vzniku au-
toimunitnich chorob, regulace odpovédi
na infekce virové, bakteridIni a parazi-
tické) protinddorovou a transplantacni
imunitni odpovéd [6,7]. Treg buriky ve
zdravém organizmu musi navic umoznit
funkci protektivni protinddorové imu-

nity. Tyto bunky tedy moduluji aktivity
fady bunécnych komponent, coz zavisi
na jejich migraci do specifickych tkani
a mikroprostiedi, aby se dostaly do kon-
taktu se svymi cilovymi bunkami. Treg
buriky mohou byt rozdéleny do néko-
lika podskupin. Ackoliv se Treg vysky-
tuji v sekundarnich lymfatickych tka-
nich, mohou byt nalezeny prakticky ve
vétsiné nelymfatickych orgdn(, dokonce
bez pfitomnosti zanétu [8]. Navic se Treg
bunky nachdzeji v nddorové tkéni, kde
mohou narusit efektivni protinddorovou
odpovéd [7].

Pro spravnou distribuci a funkci ex-
primuji Treg homing receptory, napf.
CD103 a chemokinovy receptor CCRA4.
Ztrata exprese CCR7 napt. blokuje mi-
graci Treg do lymfatickych uzlin. Treg
bunky vyuzivaji pro své funkce celou
fadu homing receptor(, véetné mole-
kul CCR1 az CCR9, CXCR3 az CXCRE§, inte-
griny a ligandy P- a E-selektinu.

Existuji také zna¢né rozdily mezi Treg
v lymfatickych a nelymfatickych tka-
nich s velkou funkéni i fenotypovou va-
riabilitou. Vyvijejici se Treg v thymu
jsou relativné homogenni populaci
CD25"+*62L*CCR7* bunék. Jakmile se
bunka dostane do periferie, stdva se
CD44h a zvySuje expresi homing recep-
torG. CD44"* bunky také vykazuji rych-
lejsi proliferaci; IL-10 je rovnéz produko-
van CD44+ Treg bunkami. Treg buriky
mohou indukovat perforin dependentni
cytolyzu dendritickych bunék v sen-
tinelové lymfatické uzliné nadoru [9].
Treg bunky vyuZivaji také vice mecha-
nizmQ, které omezuji aktivitu dendritic-
kych bunék v sekundarnich lymfatickych
tkanich.

Fenotyp Treg bunék

Fenotyp této subpopulace T lymfocytl je
nejcastéji definovan jako CD4*25Foxp3*.
Treg lymfocyty tvofi pfiblizné 10 % pe-
rifernich CD4* T lymfocytl. CD25 se svou
afinitou k IL-2 pini ddlezitou biologickou
roli: normalné je trvale exprimovéan na
Treg burikéch, zatimco je variabilné ex-
primovan na aktivovanych T burkach.
Tento fakt ¢ini antigen CD25 problema-
tickym pro identifikaci Treg bunék. Dal-
$im znakem Treg bunék je TNF receptor
typu 2 (TNFR2). Znak CD103 je rovnéz
exprimovan na Treg.

Skute¢nym strukturnim znakem Treg
bunék je forkhead box P3 (Foxp3) po-
psany v roce 2003, ktery je i moleku-
lou zprostredkujici Treg funkce [10,11].
Foxp3 je extenzivné exprimovan pfiroze-
nymi Treg burikami a je v soucasnosti je-
jich nejvice specifickym markerem [12].

Glukokortikoid-induced TNF receptor-
-related gene (GITR, CD357) pat¥ici do
TNFR superrodiny je exprimovan v Treg
bunkach ve zvysené mire. Regulace GITR
fidi pro- i antiapoptotické efekty a u Treg
bunék ukoncuje jejich supresivni akti-
vitu [13]. GITR hraje dalezitou ulohu v di-
ferenciaci pfirozenych Treg bunék a v ex-
panzi pfirozenych i indukovanych Treg
bunék [14].

Exprese transkrip¢niho faktoru Helios
z rodiny lkaros je dllezitym znakem pti-
rozenych Treg bunék [15]. Faktor Helios
se vaze na faktor Foxp3. Potlaceni fak-
toru Helios vyznamné oslabuje supre-
sivni funkci Treg. Bylo nicméné proka-
zano, ze faktor Helios se vyskytuje také
u indukovanych Treg bunék [16].

Metodou detekce Treg bunék je mul-
tiparametrickd pritokova cytometrie za-
mérend na expresi jednotlivych CD an-
tigenU. Alternativni moznosti je vyuZziti
metyla¢né senzitivni PCR, kterd je zaci-
lena na demetylované oblasti TSDR re-
gionu genu Foxp3 [17].

Subtypy Treg bunék

Casto byvaji rozlisovany pfirozené Treg
(nTreg) a indukované Treg (iTreg). Pro di-
verzitu fenotypu, secernovanych cyto-
kini a mechanizmU suprese vsak mu-
sime rozlisit nejméné cCtyfi (nejspise
vsak vice nez Ctyii) subsety Treg: pfi-
rozené Treg, Tr1, Th3 a Tr1-like buriky.
Treg lymfocyty ve folikuldrnich centrech
jsou oznacovany jako Tfreg bunky [18].
Tr1, Th3 a Tr-like buriky vyzaduji opako-
vanou antigenni stimulaci k tomu, aby
mohly byt generovany. Tr1 bunky pro-
dukuji abundantné IL-10, ktery potla-
Cuje imunitni reakci spolu s Tr1 bunkami
[19-21]. Supresivni Uloha Th3 bunék
je zprostiedkovana sekreci TGF-B,
IL-4 a IL-10, zatimco Tr1-like buriky regu-
luji nezralé dendritické burky [22-24].

nTreg lymfocyty
Pfirozené Treg lymfocyty se vytva-
feji v ¢asnych stadiich embryonalniho
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a neonatdlniho vyvoje T lymfocytd. Tyto
bunky se vytvareji vthymu a poté se do-
stavaji do perifernich tkani, kde pIni svou
funkci. nTreg buriky jsou CD4*, exprimuji
vysokou uroven CD25, CTLA-4, GITR
a Foxp3. nTreg jsou normalné se vysky-
tujici subpopulaci T lymfocyt( [25].

iTreg lymfocyty

Klasicky fenotyp této subpopulace
T lymfocytd je CD4*25*Foxp3*. Treg lym-
focyty hraji podstatnou roli v zacho-
vani imunologické self-tolerance [26,27].
Funkce Treg bunék je kontrolovana
jednak expresi transkripéniho fak-
toru Foxp3 [28-30] regulujiciho ex-
presi CTLA-4 a snizujiciho produkci
IL-2 a udrzovénim epigenetické speci-
fické DNA hypometylace, ktera je po-
tfeba pro stabilitu a plnou funkcnost
T bunék [31].

Tfreg lymfocyty

Kritickym faktorem v regulaci ger-
minalnich center je pomoc T lymfo-
cytd [32,33]. Tfh bunky maji specia-
lizovanou funkci poskytujici pomoc
folikularnim B bunkam [34,35]. Treg
bunky fenotypu CD4+25%69- maji schop-
nost downregulace CCR7 a simul-
tanni upregulace CXCR5, coz jim dovo-
luje migrovat do B buné¢né zény [36].
V dlsledku toho mohou byt tyto Tfreg
bunky zobrazeny v germinalnich cen-
trech [36,37]. Tfreg bunky suprimuji
T dependentni produkci protilatek a in-
hibuji produkci protilatek CD40 stimu-
lovanymi B burikami v nepfitomnosti
Th bunék [36,37]. Tfreg bunky exprimuji
vysokou Uroveri CXCR5, PD-1 a ICOS, ne-
exprimuji IL-4, IL-21 a CD4O0L, ale expri-
muji vysoké urovné CTLA-4 a IL-10 [38].
Tfreg se diferencuji z Treg bunék. Bylo
také prokazéano, ze Tfreg buriky kontro-
luji expanzi Tfh bunék.

Treg a modulace humoralni
imunity

Treg bunky disponuji fadou mechani-
zm, kterymi mohou modulovat humo-
ralni imunitu. Treg buriky maiji Siroky re-
pertoar supresivnich mechanizmd, ktery
zavisi na Urovni stimuld, jimz byly Treg
bunky vystaveny [39]. Nékteré z téchto
mechanizml jsou popsany v daldich
odstavcich.

CTLA-4

Inhibi¢ni molekula CTLA-4 je vysoce
exprimovana na povrchu Treg bunék
a hraje klicovou ulohu v jejich inhibi¢ni
funkci limitaci dostupnosti CD80 a CD86.
CD80 a CD86 jsou exprimovany na an-
tigen prezentujicich bunkach (anti-
gen presenting cells — APC) a poskytuji
kostimulac¢ni signdly T bunkam ligaci
CD28 spole¢né se signalizaci skrze T bu-
nécny receptor (TCR) [40]. Mechanizmy
deplece molekul CD80 a CD86 byly re-
centné objasnény: CTLA-4 je schopno
transendocytovat CD80/CD86 z povr-
chu APCdoTreg bunék, kde jsou pak tyto
molekuly degradovany [41]. CTLA-4 va-
zajici se na CD80/CD86 na B bunkach
muze pfimo ovlivhovat produkci protila-
tek v germindlnich centrech.

PD-1

Inhibi¢ni receptor PD-1 je dlezitym re-
guldtorem fady imunitnich regula¢-
nich drah [42]. PD-1 je upregulovan na
Tfh a Tfreg bunkach. PD-1 rovnéz regu-
luje humordlni imunitu. Jeho exprese
je kritickd pro udrzeni normalni funkce
Tfreg bunék. Za pfitomnosti PD-1 maji
Tfreg bunky zvySeny supresivni poten-
cidl a zvysenou schopnost inhibice pro-
dukce protilatek [43]. Exprese PD-1 li-
gandu na Treg bunkdch mudze také hrat
roli v jejich supresivni funkci. Treg spe-
cifickd exprese PD-1 ligandu 1 a li-
gandu 2 pfimo inhibuje funkci auto-
reaktivnich B bunék s expresi PD-1 bez
nutnosti zprostiedkované interakce
s Th bunkami [44].

IL-10

Tento pleiotropni cytokin ma komplexni
Ulohu v humoralni imunité a jeho funkci
je inhibovat nebo posilovat protildtko-
vou odpovéd. Treg bunky samy vyza-
duji IL-10 signalizaci k udrzeni své funkce
a kontroly IL-17 produkujicich bunék [45].
Role IL-10 je komplexni, nebot B burky,
dendritické bunky, efektorové T bunky
i Treg bunky exprimuji IL-10R a také samy
mohou produkovat IL-10.

TGF-B

Supresivni cytokin TGF-B hraje roli
v potlaceni protilatkové odpovédi
Treg bunkami. Membrénové vazany
TGF-B zprostiedkovava kontakt de-

pendentni supresi produkce protilatek
B burikami [46].

IFN-y a IL-12
IFN-y a IL-12 podporuji diferenciaci
a funkci Th1 bunék. IFN-y aktivné inhi-
buje generaci Foxp3* Treg z naivnich
CD4* bunék [47].1FN-y a IL-12 mohou jak
podporovat, tak i inhibovat funkci Treg
bunék v zavislosti na sile cytokinové od-
povédi a jejim kontextu.

IL-6

IL-6 je Siroce exprimovany cytokin
s mnohocetnymi funkcemi, ktery ovliv-
nuje rovnéz Treg vyvoj a aktivitu. IL-6 za-
branuje vzniku TGF-f indukovanych Treg
bunék a misto toho spolu s TGF-B indu-
kuje Th17 diferenciaci [48].

Indukce apoptézy B bunék

Pfimym mechanizmem regulace B bu-
nék je indukce jejich apoptdzy Treg buni-
kami. In vitro aktivované Treg bunky pre-
feren¢né zabijeji antigen prezentujici
B buriky. Navic mlZze dochazet ke gran-
zyme indukované apoptdze a Fas-FasL
indukované lyze B bunék pomoci Treg
bunék [49].

Treg a nadorové kmenové bunky
Koncept nadorovych kmenovych bunék
(cancer stem cells — CSC) by mohl byt jed-
nim z klica k 1é¢bé nadorovych onemoc-
néni v budoucnu. Teorie, Ze CSC nebo
nador iniciujici buriky (cancer initiating
cells - CIC) jsou typem bunék zodpovéd-
nych za vznik a rlist nadorq, ziskala v po-
slednich letech zna¢nou pozornost. Pro
jejich vysokou rezistenci a potencial ini-
ciace nddorového ruistu jsou CSC pova-
zovany za kriticky faktor spojeny s relap-
sem nadoru [50].

V hierarchickém modelu jsou nadory,
podobné jako fyziologické tkané, orga-
nizovany rozdilnymi bunkami s riznou
schopnosti sebeobnovy, drovni direfen-
ciace a rezistenci k [é¢bé. CSC, skupina
bunék na vrcholu pyramidy, tvofi mino-
ritni populaci bunék, které iniciuji nador
a udrzuji jeho rlst. Ke své definici podle
koncepce kmenovych bunék obecné
musi CSC splfiovat nejméné dvé kritéria:
1. mit schopnost iniciovat rlst nadoru
a 2. mit schopnost asymetrické sebeob-
novy. V roce 1994 byla popsana skupina
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leukemii iniciujicich bunék [51]. O vice
nez 10 let pozdéji byla prokazana ka-
pacita CD44+24* bunék nadoru prsu ini-
ciovat novy tumor [52]. Bohuzel jedno-
znacné specifické markery CSC nebyly
dosud identifikovany. V Gloze mechani-
zma regulujicich CSC bunky byly kromé
mikroprostiedi (stem-cell niche) proka-
zany tfi drdhy: Wnt, Hedgehog a Notch.
Podle stochastického modelu CSC pred-
stavuji volatilni kompartment, do néhoz
nahodné vstupuji non-CSC bunky, a na-
rusuji tak predstavu klasického hierar-
chického modelu [53].

Regula¢ni T lymfocyty zprostfedkova-
vaji svou funkci pomoci inhibice efekto-
rovych T bunék a regulaci nddorového
mikroprostiedi sekreci fady solubilnich
faktor(. Zde je mozno sledovat sty¢né
plochy Treg a CSC. Nékteré prace uva-
déji pfitomnost Treg jako nezavisly pro-
gnosticky faktor u nékterych typd na-
dorl. Analyza interakce mezi Treg
bunkami a CSC je pfedmétem soucas-
ného vyzkumu.

Kontrola CSC Treg bunkami
prostfednictvim angiogeneze
Angiogeneze se podili na plisobeni Treg
bunék na CSC. Je zde predevsim dile-
zity vliv cévniho niche a VEGF na regu-
laci kmenovych vlastnosti CSC. Erlotinib,
her-2 blokatory a bevacizumab inhibuji
CSCv nadorech se snizenou cévni denzi-
tou. Protildtka anti-CD25 redukuje mik-
rovaskularni denzitu nadoru [54]. TGF-B
exprimovany Treg bunikami je rovnéz za-
hrnut do tohoto regula¢niho procesu.
Preziti pfi antiangiogenni 1é¢bé meta-
statického karcinomu ledviny sunitini-
bem koreluje s poklesem Treg bunék.
VEGF indukuje zvyseni Treg bunék.
Ackoliv je angiogeneze slibnym zpro-
stredkovatelem interakce mezi CSC
a Treg, stéle chybi dostatek pfesvéddi-
vych ddkazu jak in vivo, tak in vitro pro
komplikovanost Treg interakci.

Foxp3 IL-17 T buriky a CIC

Foxp3* Treg bunky za urcitych podmi-
nek exprimuji IL-17, ktery spolu s hy-
poxii hraje roli v regulaci néddor iniciu-
jicich bunék [55]. Foxp3* IL-17 buriky
napf. stimuluji vyvoj markerd asociova-
nych s kolorektalnim karcinomem v mo-
nonukledrnich bunkach kostni dfené.

Hypoxie posiluje prechod Treg bunék do
Foxp3* IL-17* bunék. Tyto burky dale
exprimuji TGF-f3, CXCR3 a CCR6.

Makrofagy zprostredkovany

nepfimy efekt na CSC

Makrofagy jsou modulovany mecha-
nizmy zprostfedkovanymi molekulami
CTLA-4, IL-10 a TGF-B. V ¢asnych fazich
vyvoje nadoru M1 typ makrofagu in-
filtruje tumor a produkuje pro-infla-
matorni molekuly. V pozdéjsich fazich
rdstu v hypoxickych podminkach do-
chazi k tranzici do M2 typu. M2 makro-
fagy produkuji chemokinové ligandy
CCL17, CCL22 a CCL24, které pfitahuji
Treg bunky. Diferenciace M2 makrofagu
je indukovana CD4+25* Treg burikami,
zatimco M1 makrofdgy mohou byt in-
dukovany CD4+25- T efektorovymi bun-
kami. Diferenciace M1/M2 je tedy modi-
fikovana pfitomnosti Treg.

Modulace Treg CSC bunnkami

Na druhé strané rovnéz CSC ovliviauji
Treg buniky rozlicnymi mechanizmy.
Navic k solubilnim faktordm, které jsou
produkovany CIC, CSC také reguluji Treg
pomoci pfimého kontaktu indukova-
ného PD-L1.

Zaveéry
Treg buriky maji vitalni dlohu v kontrole
T dependentni protildtkou odpovédi.
Treg bunky preferencné kontroluji ex-
panzi autoreaktivnich T a B bunécnych
klonG. Nicméné Treg buriky se mohou po-
dilet i na kontrole non-self odpovédi. Mo-
dulace humoradlni imunity Treg bunkami
je komplexni proces zahrnujici nékolik
mechanizmi reagujicich synergisticky
nebo redundantné. CTLA-4 je klicovym
mechanizmem, kterym Treg bunky re-
guluji formaci germinalnich center. Tfreg
buriky mohou vyuzivat celou skalu dal-
sich supresivnich mechanizmu (jako jsou
IL-10 a TGF-B), kterymi mohou jemné
ladit odpovédi germinalniho centra.
Kvali nedostatku znak( charakteri-
zujicich CSC a jejich vzdjemny prekryv
zlstava specifickd identifikace téchto
bunék problematicka. Experimentalni
vysledky ukazuji na jejich vysokou re-
zistenci k chemoterapii a radioterapii,
tedy zfejmy klinicky vyznam jako tera-
peuticky cil v [é¢bé a prevenci recidivy

nddoru. Na druhé strané, vzhledem ke
klinické korelaci mezi Treg a Spatnou
prognoézou pacientll s nadory, jsou ne-
zbytné studie objasnujici mechanizmus
jejich interakci. Existuji pfimé i nepfimé
vazby mezi CSC a Treg. M2 typ makro-
fagh indukovany Treg burnkami, ktery
koreluje se Spatnou prognézou nékte-
rych nador(, mGze hrat roli v regulaci
CSC.

Cetnost a funkce Treg u nador( je
vyznamna, nebot zvyseny pocet Treg
bunék mliZze podporovat rozvoj a rust
nadoru. Prvni prace ptinesly infor-
mace o zvySeném zastoupeni Treg
bunék u nemalobunééného karcinomu
plic a ovaridlniho karcinomu [56]. Tyto
bunky produkovaly TGF-B a vykazo-
valy vysokou expresi CTLA-4. Zvy3eny
pocet Treg bunék byl sledovan u malig-
niho melanomu [57] a u ovaridlniho kar-
cinomu [58]. Totéz bylo prokazano i u ji-
nych typl nadord. Tento fakt vyvolava
dalsi otdzky: Je zvysend frekvence Treg
bunék ¢asnou udalosti pfi vzniku na-
doru, nebo je pozdni reakci organizmu
na existujici nddor? Jak soucasna terapie
ovliviiuje mnozstvi Treg bunék? Existuje
moznost deplece Treg bunék in vivo bez
rizika indukce autoimunitni odpovédi?

Z mysich modeld vyplyva, ze k in-
dukci tumor specifickych Treg bunék do-
chazi velmi ¢asné ve vyvoji nddoru [59].
Tento fakt mlze mit znacny klinicky vy-
znam, nebot k indukci Treg bunék dojde
pravdépodobné pred stanovenim dia-
gnoézy nadoru u vétsiny pacientd.
Selektivni akumulace Treg bunék byla
studovana na mysich modelech. Blokada
IL-10 a FGF-B caste¢né obratila supresi
indukovanou Treg burikami. Déle pak
mistni deplece CD4* bunék vedla k era-
dikaci tumoru a rozvoji dlouhodobé pro-
tinadorové paméti [60]. To naznacuje,
Ze suprese protinddorové odpovédi
Treg bunkami se odehrava predevsim
v misté nadoru a ze lokalni ovlivnéni
muze byt velmi efektivni. Deplece Treg
bunék muze vést k obnoveni protinado-
rové imunitni odpovédi. Tento smér vy-
zkumu naznacuje velmi slibné vysledky
v budoucnu.

Literatura

1. Gershon RK, Kondo K. Infectious immunological tole-
rance. Immunology 1971; 21(6): 903-914.

4526

Klin Onkol 2015; 28 (Suppl 4): 4523-4S27




ULOHA REGULACN

CHT BUNEKV PROTINADOROVE IMUNITN

ODPOVEDI

2. Chakraborty NG, Twardzik DR, Sivanandham M et al.
Autologous melanoma-induced activation of regulatory
T cells that suppress cytotoxic response. J Immunol 1990;
145(7): 2359-2364.

3. O'Garra A, Murphy K. Role of cytokines in determining
T-lymphocyte function. Curr Opin Immunol 1994; 6(3):
458-466.

4. Sakaguchi S, Sakaguchi N, Asano M et al. Immunologic
self-tolerance maintained by activated T cells expressing
IL-2 receptor alphachains (CD25). Breakdown of a single
mechanism of self-tolerance causes various autoimmune
diseases. J Immunol 1995; 155(3): 1151-1164.

5. Beyer M, Schultze JL. Regulatory T cells in cancer. Blood
2006; 108(3): 804-811.

6. Belkaid Y. Regulatory T cells and infection: a dangerous
necessity. Nat Rev Immunol 2007; 7(11): 875-888.

7. Nishikawa H, Sakaguchi S. Regulatory T cells in tumor
immunity. Int J Cancer 2010; 127(4): 759-767. doi:
10.1002/ijc.25429.

8. Sather BD, Treuting P, Perdue N et al. Altering the dis-
tribution of Foxp3(+) regulatory T cells results in tissue-
-specific inflammatory disease. J Exp Med 2007; 204(6):
1335-1347.

9. Boissonnas A, Scholer-Dahirel A, Simon-Blancal V et al.
Foxp3+ T cells induce perforin-dependent dendritic cell
death in tumordraining lymph nodes. Immunity 2010;
32(2): 266-278. doi: 10.1016/j.immuni.2009.11.015.

10. Hori S, Nomura T, Sakaguchi S. Control of regulatory
T cell development by the transcription factor Foxp3.
Science 2003; 299(5609): 1057-1061.

11. Fontenot JD, Gavin MA, Rudensky AY. Foxp3 programs
the development and function of CD4+CD25+ regula-
tory T cells. Nat Immunol 2003; 4(4): 330-336.

12. Roncador G, Brown PJ, Maestre L et al. Analysis of
FOXP3 protein expression in human CD4+CD25+ regu-
latory T cells at the single-cell level. Eur J Immunol 2005;
35(6): 1681-1691.

13. Nocentini G, Riccardi C. GITR: a multifaceted regu-
lator of immunity belonging to the tumor necrosis fac-
tor receptor superfamily. Eur J Immunol 2005; 35(4):
1016-1022.

14. Ronchetti S, Ricci E, Petrillo MG et al. Glucocorticoid-
-induced tumour necrosis factor receptor-related protein:
a key marker of functional regulatory T cells. J Immunol
Res 2015; 2015: 171520. doi: 10.1155/2015/171520.

15. Getnet D, Grosso JF, Goldberg MV et al. A role for the
transcription factor Helios in human CD4+CD25+ regula-
tory T cells. Mol Immunol 2010; 47(7-8): 1595-1600. doi:
10.1016/j.molimm.2010.02.001.

16. Gottschalk RA, Corse E, Allison JP. Expression of He-
lios in peripherally induced Foxp3+ regulatory T cells.
J Immunol 2012; 188(3): 976-980. doi: 10.4049/jim-
munol.1102964.

17. Tatura R, Zeschnigk M, Hansen W et al. Relevance
of Foxp3+ regulatory T cells for early and late phases of
murine sepsis. Immunology 2015; 146(1): 144-156. doi:
10.1111/imm.12490.

18.Wing JB, Sakaguchi S. Foxp3+Treg cells in humoral im-
munity. Int Immunol 2013; 26(2): 61-69. doi: 10.1093/inti-
mm/dxt060.

19. Den Haan JM, Kraal G, Bevan MJ. Cutting edge: lipopo-
lysaccharide induces IL-10-producing regulatory CD4+T
cells that suppress theCD8+ T cell response. J Immunol
2007; 178(9): 5429-5433.

20. Gregori S, Bacchetta R, Passerini L et al. Isolation, ex-
pansion, and characterization of human natural and
adaptive regulatory cells. Methods Mol Biol 2007; 380:
83-105.

21. Groux H, O'Garra A, Bigler M et al. A CD4+ T-cell sub-
set inhibits antigen-specific T-cell responses and prevents
colitis. Nature1997; 389(6652): 737-742.

22. ChenY,Kuchroo VK, Inobe J et al. Regulatory T cell clo-
nes induced by oral tolerance: suppression of autoim-
mune encephalomyelitis. Science 1994; 265(5176):
1237-1240.

23. Zheng SG, Gray JD, Ohtsuka K et al. Generation ex vivo
of TGF-beta-producing regulatory T cells from CD4+CD25-
precursors. J Immunol 2002; 169(8): 4183-4189.

24. Jonuleit H, Schmitt E, Schuler G et al. Induction of in-
terleukin 10-producing, nonproliferating CD4(+) T cells
with regulatory properties byrepetitive stimulation with
allogeneic immature human dendritic cells. J Exp Med
2000; 192(9): 1213-1222.

25. de Rezende LG, Silva IV, Rangel LB et al. Regulatory
T cell as a target for cancer therapy. Arch Immunol Ther
Exp 2010; 58(3): 179-190. doi: 10.1007/500005-010-0075-0.
26. Sakaguchi S, Yamaguchi T, Nomura T et al. Regulatory
T cells and immune tolerance. Cell 2008; 133(5): 775-787.
doi: 10.1016/j.cell.2008.05.009.

27.Wing K, Sakaguchi S. Regulatory T cells exert checks
and balances on self tolerance and autoimmunity. Nat
Immunol 2010; 11(1): 7-13. doi: 10.1038/ni.1818.

28. Hori S, Nomura T, Sakaguchi S. Control of regulatory
T cell development by the transcription factor Foxp3.
Science 2003; 299(5609): 1057-1061.

29. Fontenot JD, Gavin MA, Rudensky AY. Foxp3 programs
the development and function of CD4+CD25+ regula-
tory T cells. Nat Immunol 2003; 4(4): 330-336.

30. Khattri R, Cox T, Yasayko SA et al. An essential role for
Scurfin in CD4+CD25+ T regulatory cells. Nat Immunol
2003; 4(4): 337-342.

31. Ohkura N, Hamaguchi M, Morikawa H et al. T cell re-
ceptor stimulation-induced epigenetic changes and
Foxp3 expression are independent and complemen-
tary events required for Treg cell development. Immunity
2012; 37(5): 785-799. doi: 10.1016/j.immuni.2012.09.010.
32. Victora GD, Schwickert TA, Fooksman DR et al. Germi-
nal center dynamics revealed by multiphoton microscopy
with a photoactivatable fluorescent reporter. Cell 2010;
143(4): 592-605. doi: 10.1016/j.cell.2010.10.032.

33. Allen CD, Okada T, Tang HL et al. Imaging of germi-
nal center selection events during affinity maturation.
Science 2007; 315(5811): 528-531.

34. Breitfeld D, Ohl L, Kremmer E et al. Follicular B hel-
per T cells express CXC chemokine receptor 5, localize to
B cell follicles, and support immunoglobulin production.
J Exp Med 2000; 192(11): 1545-1552.

35. Schaerli P, Willimann K, Lang AB et al. CXC chemokine
receptor 5 expression defines follicular homing T cells
with B cell helper function. J Exp Med 2000; 192(11):
1553-1562.

36. Lim HW, Hillsamer P, Kim CH. Regulatory T cells can
migrate to follicles upon T cell activation and suppress
GC-Th cells and GC-Th cell-driven B cell responses. J Clin
Invest 2004; 114(11): 1640-1649.

37. Lim HW, Hillsamer P, Banham AH et al. Cutting edge:
direct suppression of B cells by CD4+ CD25+ regulatory
T cells. J Immunol 2005; 175(7): 4180-4183.

38. Linterman MA, Pierson W, Lee SK et al. Foxp3+ follicular
regulatory T cells control the germinal center response.
Nat Med 2011; 17(8): 975-982. doi: 10.1038/nm.2425.

39. Yamaguchi T, Wing JB, Sakaguchi S. Two modes of im-
mune suppression by Foxp3(+) regulatory T cells under
inflammatory or non-inflammatory conditions. Semin Im-
munol 2011; 23(6): 424-430. doi: 10.1016/j.smim.2011.10.002.
40. Lenschow DJ, Walunas TL, Bluestone JA. CD28/ B7 sys-
tem of T cell costimulation. Annu Rev Immunol 1996; 14:
233-258.

41. Qureshi OS, Zheng Y, Nakamura K et al. Transendo-
cytosis of CD80 and CD86: a molecular basis for the cel-
lextrinsic function of CTLA-4. Science 2011; 332(6029):
600-603. doi: 10.1126/science.1202947.

42. Okazaki T, Honjo T. The PD-1-PD-L pathway in im-
munological tolerance. Trends Immunol 2006; 27(4):
195-201.

43. Sage PT, Francisco LM, Carman CV et al. The recep-
tor PD-1 controls follicular regulatory T cells in the lymph
nodes and blood. Nat Immunol 2013; 14(2): 152-161. doi:
10.1038/ni.2496.

44, Gotot J, Gottschalk C, Leopold S et al. Regulatory T cells
use programmed death 1 ligands to directly suppress au-
toreactive B cells in vivo. Proc Natl Acad Sci U S A 2012;
109(26): 10468-10473. doi: 10.1073/pnas.1201131109.
45. Chaudhry A, Samstein RM, Treuting P et al. Inter-
leukin-10 signaling in regulatory T cells is required
for suppression of Th17 cell-mediated inflammation.
Immunity 2011; 34(4): 566-578. doi: 10.1016/j.im-
muni.2011.03.018.

46. Nakamura K, Kitani A, Strober W. Cell contact depen-
dent immunosuppression by CD4(+)CD25(+) regulatory
T cells is mediated by cell surface-bound transforming
growth factor beta. J Exp Med 2001; 194(5): 629-644.

47. Caretto D, Katzman SD, Villarino AV et al. Cutting edge:
the Th1 response inhibits the generation of periphe-
ral regulatory T cells. J Immunol 2010; 184(1): 30-34. doi:
10.4049/jimmunol.0903412.

48. Bettelli E, Carrier Y, Gao W et al. Reciprocal develop-
mental pathways for the generation of pathogenic ef-
fectorTH17 and regulatory T cells. Nature 2006; 441(7090):
235-238.

49. Janssens W, Carlier V, Wu B et al. CD4+CD25+ T cells
lyse antigen-presenting B cells by Fas-Fas ligand inter-
action in an epitope-specific manner. J Immunol 2003;
171(9): 4604-4612.

50. Yu X, Li H, Ren X. Interaction between regulatory
T cells and cancer stem cells. Int J Cancer 2012; 131(7):
1491-1498. doi: 10.1002/ijc.27634.

51. Lapidot T, Sirard C, Vormoor J et al. A cell initiating
human acute myeloid leukaemia after transplantation
into SCID mice. Nature 1994; 367(6464): 645-648.

52. Al-Hajj M, Wicha MS, Benito-Hernandez A et al. Pro-
spective identification of tumorigenic breast cancer cells.
Proc Natl Acad Sci U S A 2003; 100(7): 3983-3988.

53. Gupta PB, Fillmore CM, Jiang G et al. Stochastic state
transitions give rise to phenotypic equilibrium in popu-
lations of cancer cells. Cell 2011; 146(4): 633-644. doi:
10.1016/j.cell.2011.07.026.

54. Facciabene A, Peng X, Hagemann IS et al. Tumour
hypoxia promotes tolerance and angiogenesis via
CCL28 and Treg cells. Nature 2011; 475(7355): 226-230.
doi: 10.1038/nature10169.

55.Yang S, Wang B, Guan C et al. Foxp3+IL-17+ T cells
promote development of cancer-initiating cells in co-
lorectal cancer. J Leukoc Biol 2011; 89(1): 85-91. doi:
10.1189/j1b.0910506.

56. Woo EY, Chu CS, Goletz TJ et al. Regulatory CD4(+)
CD25(+) T cells in tumors from patients with early-stage
non-small cell lung cancer and late-stage ovarian cancer.
Cancer Res 2001; 61(12): 4766-4772.

57. Javia LR, Rosenberg SA. CD4+CD25+ suppressor lym-
phocytes in the circulation of patients immunized against
melanoma antigens. J Immunother 2003; 26(1): 85-93.
58. Curiel TJ, Coukos G, Zou L et al. Specific recruitment
of regulatory T cells in ovarian carcinoma fosters immune
privilege and predicts reduced survival. Nat Med 2004;
10(9): 942-949.

59. Peng L, Kjaergaard J, Plautz GE et al. Tumor induced
L-selectin high suppressor T cells mediate potent effector
T cell blockade and cause failure of otherwise curative ado-
ptive immunotherapy. J Immunol 2002; 169(9): 4811-4821.
60.Yu P, Lee, Liu W et al. Intratumor depletion of CD4 cells
unmasks tumor immunogenicity leading to the rejection
of late-stage tumors. J Exp Med 2005; 201(5): 779-791.

Klin Onkol 2015; 28 (Suppl 4): 4523-4527

4527




PREHLED

Unikove strategie nadorU pozornosti

imunitniho systému

Escape Strategies of Tumors from Immune Surveillence
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Souhrn

Imunitni systém musi byt na jedné strané schopen efektivné zasdhnout proti cizim a nebezpec-
nym patogentim, na strané druhé musi byt schopen rozpoznat a tolerovat nase vlastni tkdné
a organy. Aktivita imunitniho systému je ovliviiovana celou fadou pozitivnich (stimula¢nich)
a negativnich (inhibi¢nich) signal(i. Nékteré z téchto inhibi¢nich receptor( zabrarnuji posko-
zeni nasich tkadni v misté zanétu tim, ze tlumi piili$ silnou ¢i dlouhou imunitni reakci. PIni tak
fyziologickou ochrannou funkci pfed silnou zanétlivou reakci a moznou autoimunitni patologii.
Nékteré z téchto mechanizm jsou oviem vyuzivany nadory k tomu, aby unikly pozornosti imu-
nitniho systému. Dalsi unikové strategie spocivaji v produkci cytokind a faktord vytvérejicich
v nadorovém mikroprostiedi silnou imunosupresi, kterd zabranuje efektivni imunitni odpovédi.
Tato prace si klade za cil popsat nejcastéjsi strategie, které jsou nadory vyuzivany k potlaceni
imunitni reakce.

Klicova slova
imunitni Uniky — Unikové mechanizmy nédor(i — imunoterapie - CTLA-4 - PD-1 - kontrolni
body imunitni reakce

Summary

Immune system must be able to protect us from foreign dangerous pathogens, but on the
other side, it must be able to recognize our own tissues and organs. Activity of the immune
system is affected by many positive (stimulatory) and negative (inhibitory) signals. Some of
these negative receptors protect us from damage of our tissues at a place of inflammation as it
blocks too intensive or long-lasting immune reaction. Thereby, they have a physiological pro-
tective function against strong inflammatory reaction and possible subsequent autoimmune
pathology. However, some of these mechanisms are also utilized by tumors to avoid immune
recognition and attention of the immune cells. Other tumor escape mechanisms involve in-
creased production of cytokines and factors which are responsible for immunosuppressive
tumor microenvironment where effective immune response is actively blocked. This review
summarizes the most frequently used strategies, which are utilized by tumors to avoid immune
recognition and/or killing by the immune cells.

Key words
immune evasion — tumor escape — immunotherapy - CTLA-4 - PD-1 - immune checkpoint
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UNIKOVE STRATEGIE NADORU POZORNOSTI IMUNITNIHO SYSTEMU

Uvod

Imunitni systém savcl se vyvijel desitky
miliény let a ucil se reagovat na cizoroda
(ohrozuijici) agens. Jednim z hlavnich ukolG
imunitniho systému bylo zabranit dmrti je-
dince na infekci a umoznit dosazeni repro-
dukéniho obdobi. Imunitni systém se tedy
vyvinul primdrné pro boj s bakteridlnimi
a virovymi infekcemi, ne pro boj s nadory.
V prlbéhu evoluce se totiZ imunitni systém
nemél pfilis Sanci s nadory potkat. Prestoze
jsou v archeologickych vyzkumech popiso-
vany nalezy kosti neandrtélc deformova-
nych nadory [1], naprosté vétsina malignit
se v soucasné dobé objevuje aZ po 50. roce
Zivota (graf 1), pficemz historicka data uka-
zuji, ze jesté v poloviné 19. stoleti byla oce-
kdvana doba preZiti ve Velké Britanii jen
25-30 let [2]. S jistou formou nadsazky
Ize tedy tvrdit, Ze imunitni systém ¢lovéka
se s nddory ,potkdva” teprve poslednich
150 let, kdy doslo k vyznamnému prodlou-
Zeni primérné doby preZiti, a tim k vyssimu
vyskytu nddorovych onemocnéni.

Nékdy se fikava, ze maligni nadory se
chovaji jako vlastni tkan a vysvétluje se
tim absence jejich rozpoznévani a na-
sledného odstranéni imunitnimi mecha-
nizmy. Neni to pfesna formulace. Spise
se ukazuje, Zze imunitni systém nékteré
nadory, které mutacemi nevytvofily do-
statek antigenné cizich protein(, glyko-
proteinll a lipoprotein(, prosté neroz-
pozndva jako potencidlni nebezpedi.
Nadory jako buriky télu,vlastni” predsta-
vuji mnohem slabsi imunogeny pro imu-
nitni systém a navic maji — stejné jako

pocet pripadd (rok 2011)

0 |

normalni netransformované burnky -
fadu mechanizmd, jak se chranit pred na-
padenim bunikami imunitniho systému.
Myslenka ,imunitniho dozoru” byla
u nadorud poprvé vyslovena Paulem Ehr-
lichem a pozdéji byla reformulovana
Burnetem a Thomasem v roce 1957.
Tato teorie hovofi o tom, ze imunitni
systém je u imunokompetentniho je-
dince (spolu)zodpovédny za prevenci
nadorového bujeni. Tato teorie budila
fadu kontroverzi, protoze se plivodné
nepodafilo prokazat, ze by athymické
mysi mély vyssi vyskyt nadord nez imu-
nokompetentni zvifata s funkénim thy-
mem [3]. Pozdéji se viak ukdzalo, ze tyto
nude mysi nejsou zcela imunodeficitni,
a teprve s rozvojem geneticky modifiko-
vanych mysich modelli imunodeficience
v 90. letech minulého stoleti se proka-
zalo, Ze imunitni systém hraje dlezitou
roli v kontrole nador(. Skupina kolem
prof. Schreibera zdokumentovala, ze zvi-
fata deficitni v genech pro IFN-y ¢i pro
vsechny IFN receptory maji vyssi vyskyt
chemicky indukovanych nebo spon-
tanné se objevujicich nadorl v porov-
nanisimunokompetentnimizvifaty [4,5].
Navic se zjistilo, Ze imunitni systém nejen
kontroluje pocet nddorovych bunék, ale
i jejich imunogenicitu. Naddory rostouci
v imunodeficitnich zvifatech byly totiz
vice imunogenni (,needitované”) v po-
rovnani s nadory rostoucimi v imuno-
kompetentnich zvifatech (,editované”
nadory) [6]. Tato teorie byla nazvana
,nadorovou imunoeditaci” V dalsich ex-

0-9

10-19 20-29 30-39 40-49 50-59 60-69 70-79 80+

vékové skupiny

Graf 1. Vyskyt nadora v CR podle véku (rok 2011; zdroj: UZIS CR, informace €. 25/2014).

perimentech se pak ukdzalo, ze vztah
mezi imunitnim systémem a nadory
prochazi tfemi fazemi, a proto se také
nékdy hovofi o teorii 3E, z anglického
elimination — equilibrium - escape [7]:

1.faze eliminace

Tato faze odpovida v podstaté plvodni
teorii imunitniho dohledu, ve které do-
chazi ke spolupraci vrozené a adaptivni
slozky imunitniho systému pfi detekci
rozvijejiciho se nadoru - v idedlnim pfi-
padé k jeho likvidaci - jesté pfedtim,
nez je nador klinicky zjistitelny. Mecha-
nizmy, kterymi je imunitni systém ,va-
rovan” o potencidlnim nebezpedi, jsou
komplexni, ne zcela jasné, ale mohou se
na nich podilet tzv. DAMPs molekuly (da-
mage-associated molecular patterns),
které jsou uvolnovany z hynoucich nado-
rovych bunék ¢i ze stromalnich bunék na-
doru. Jedna se o molekuldrni vzory spo-
jené s poskozenim/nebezpecim, mezinez
patii napf. nuklearni ¢i cytosolické pro-
teiny (DNA, HSP, HMGB1, ATP a dalsi) [7].

2. faze rovnovahy

Cast nadorovych bunék mze prezit
fazi eliminace, které se tim se dostanou
do faze rovnovahy mezi imunitnim sys-
témem a nadorovymi burikami. V této
fazi se adaptivni imunitni systém podili
na kontrole nddorového bujeni a pre-
feren¢né dochazi k likvidaci vice imu-
nogennich variant nadorovych bunék.
Na druhé strané mUze zcela dle Darwi-
novych principt dochazet k tomu, Ze se
mohou objevovat méné imunogenni
varianty nadorovych bunék (ztrata po-
vrchového antigenu/markeru nebo
schopnost prezit Utok imunitniho sys-
tému), které nejsou kompletné elimino-
vany. V této fazi, kterd mlze byt rlizné
dlouhd (nékdy maze trvat roky ¢i po cely
Zivot pacienta), je imunitni systém scho-
pen drzet rezidudlni nddorové bunky
pod urcitou kontrolou ve stavu funk¢ni
dormance. Nedochdzi sice ke kompletni
eliminaci nddorovych bunék, ale mize
byt blokovéana jejich schopnost nekont-
rolovaného rdstu ¢i metastaz [7].

3. faze Gniku

V této fazi uz dochézi k tomu, Zze nado-
rové bunky ziskavaji schopnost vyhnout
se kontrole burikami imunitniho systému
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a rozpoznani ¢i destrukci. Tato schop-
nost Uniku imunitnimu systému dokonce
patii k zékladnim charakteristikdm na-
dor@ [7,8]. Proto v okamzZiku, kdy je nddor
klinicky detekovatelny, ma uz obvykle
celou fadu mechanizm{, které mu umoz-
nuji uniknout imunitni odpovédi hostitele
(exprese cytokind, chemokin( ¢i dalSich
faktord, jako je IL-10, TGF-3, VEGF, IDO).

Tyto faze nadorové imunoeditace jsou
velmi pékné dokumentovany na pre-
klinickych modelech. Objevuje se vys3si
vyskyt chemicky indukovanych na-
dord u imunodeficitnich mysi v porov-
nani s imunokompetentnimi jedinci.
Naopak likvidaci T bunéénych subpopu-
laci (CD4*, CD8* IFN-y+) dojde u 40-50 %
mysi k objevu nadoru, prestoze u nich
nizké davky karcinogenu nador neindu-
kovaly [6,7,9]. Podrobnd vysetieni pak
ukazala, Ze u téchto zvifat jsou sice sar-
komové bunky pfitomny, ale jsou drzeny

pod kontrolou imunitnim systémem zvi-
fete. V klinickém prostfedi je presvéd-
Cujicich dat z logickych ddvod( vyrazné
méng, nicméné se vi, ze pacienti s vy-
raznou imunosupresi (transplantace) ¢i
oslabenym/nefunkénim imunitnim sys-
témem (AIDS) maji vyrazné vyssi vyskyt
nékterych nador(i [10,11]. Velmi zajimavé
jsou kazuistiky, kdy se u imunosuprimo-
vaného pacienta s transplantaci led-
viny objevi melanom a zjisti se, Ze nejde
o jeho vlastni naddor, ale o nddor pocha-
zejici z dérce [12]. Zpétnym dohleddnim
se pak zjistilo, Ze darci byl pfed desitkami
let odstranén melanom a on sam byl az
do svého umrti zcela v pofadku. Zrejmé
doslo k tomu, Ze v transplantovaném or-
ganu prezivaly desitky let dormantni me-
lanomové burky, které drzel pod kon-
trolou imunitni systém darce, a teprve
poté, kdy byla ledvina pfenesena do imu-
nosuprimovaného jedince, doslo k rlistu
melanomu. Podobné se objevuji kazuis-

tiky, kdy doslo k metastazovani rendlniho
karcinomu do plic osm let po nefrekto-
mii, pficemz v té dobé mél pacient sil-
nou imunosupresi kvili transplantované
ledviné [13]. U karcinomu prsu se vi, Zze
u 30-40 % Zen, které podstoupily maste-
ktomii, jsou v krvi detekovény cirkulujici
nadorové bunky, a presto u vsech téchto
zen nedochazi 8-22 let po zakroku k re-
lapsu karcinomu prsu [14]. Naopak exis-
tuji i zajimavé pfipady, kdy doslo ke
spontadnni regresi plicnich metastaz re-
nalniho karcinomu u pacienta s psoria-
zou v obdobi, kdy doslo k exacerbaci
choroby, a naopak remise psoridzy byla
spojena s progresi nadoru [15].

Nadory unikaji vrozené a ziskané imu-
nitni odpovédi bud pasivné, nebo ak-
tivné. Pasivni mechanizmy se tykaji
pfimo vlastnosti nadorovych bunék. Pfi
aktivnim uniku jsou vyuzivany i dalsi bu-
nécné systémy. Nékteré z téchto mecha-
nizmu ukazuje obr. 1.

4. Unik pozornosti imunitniho systému
(napr. exprese molekul, které ,vypinaji” T buriky: PD-L1, TIM-3)

1. Inhibice prezentace nadorovych antigent
(napr. snizend exprese MHC I)

3. Sekrece imunosupresivnich faktoru
(napt. IDO, TGF-B, IL-10, VEGF...)

2. PFitomnost imunosupresivnich bunék
(napr. Tregs, MDSC)

~

i

drad ¥

Obr. 1. Nékteré z mechanizmi, které nadory vyuzivaji k uniku pozornosti imunitniho systému.
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Pasivni obrana (imunoselekce,
imunoeditace)

Nadory mutacemi ztraceji antigeny,
které by mohly imunitni reakci
vyvolat

Princip imunoselekce spociva v tom, ze
populace nadorovych bunék je po ur-
¢ité dobé expanzivniho rlstu nadoru
mimoradné heterogenni. Je geneticky
nestabilni nejenom z imunologického,
ale i z metabolického hlediska. A tato
rdznorodost se neustdle zvysuje. Jsou
nadory, u kterych se v pribéhu néko-
lika let prokazuji az tisice mutaci nebo
deleci genl kédujicich nadorové anti-
geny. Pokud nejde o antigeny vyzado-
vané pro rlst nadorovych bunék nebo
udrzovani transformovaného fenotypu,
jsou imunologicky rozpoznatelné nado-
rové bunky béhem faze ekvilibria imu-
nitni editace odstrariovadny a prezivaji
jen imunitnim systémem nerozpozna-
telné nadorové varianty. Proto je dnes
imunoeditace povazovana za jeden
z hlavnich dlivodd, pro¢ nadory imunit-
nimu dohledu unikaji. Experimentalné
to bylo potvrzeno porovnanim rlistu na-
dorl u konven¢nich a imunodeficitnich
mysi a jejich nédslednou transplantaci
do dalsich imunokompetentnich mysi.
Nadory plvodné rostouci na imuno-
defektnich mysich imunokompetentni
mysi castéji odhojovaly. Je to dikaz
toho, ze nadory, které se vyvijeji v pro-
stfedi normalniho imunitniho systému,
se ¢asem stavaji méné imunogenni, pro-
toze prerlstaji méné imunogenni va-
rianty nddorovych bunék [7].

Exprese MHC glykoproteinti

. tfidy mGze byt na nadorovych
bunkach snizena tak, ze nejsou
nasledné rozpoznavany
cytotoxickymi T lymfocyty

Nadory, podobné jako nékteré viry infiko-
vané burky, snizuji, nebo dokonce ztra-
ceji povrchovou expresi molekul MHC
(major histocompability complex) gly-
koproteinU |. tfidy, které jsou pro rozpo-
znavani cytotoxickymi T lymfocyty (CTL)
zasadni. Obé hlavni T bunéc¢né subpo-
pulace, CD4* (pomocné) a CD8* (cytoto-
xické) T buriky, rozpoznaiji cilovou, tj. pro
organizmus nebezpe¢nou bunku je-
diné tehdy, vystavuje-li své antigeny na
pozadi vyse zminénych MHC molekul.

CD4* T lymfocyty rozpoznavaji antigenni
peptidy vystavené na pozadi MHC glyko-
proteind Il. tfidy, CD8* T lymfocyty pak an-
tigenni peptidy vystavené na pozadi MHC
glykoproteind I. tfidy. Pokud takové mole-
kuly na povrchu nejsou, antigeny na nich
nemohou byt vystavovény a pro T burky
imunitniho systému se takova burika teo-
reticky stava neviditelnou. Nejsou ale bo-
huZzel zcela exaktnidikazy o korelaci mezi
hladinou MHC exprese a rlstu nadord,
nicméné jsou zndmy pfipady tzv. smi-
$ené odpovédi nddoru na imunoterapii,
kdy ¢ast nadorovych lézi regreduje a ¢ast
se zvétsuje [16].V neodpovidajici 1ézi pak
byla prokdzdna snizend exprese MHC
molekul I. tfidy. Nadorové snizeni MHC
exprese ale neni jediny mechanizmus,
ktery umoznuje nadorovym bunkam
pasivné uniknout imunitnimu dozoru.
Nadorové bunky snizuji nejenom syntézu
celych MHC molekul, ale také jen 2 mi-
kroglobulinu nebo bunéénych kompo-
nent typu transportérQ zajistujicich pre-
vod zpracovanych peptidud z proteazom(
do endoplazmatického retikula anebo
jen nékterych podjednotek proteazomd.
Jedna se nepochybné o reakci nador(
na selekéni tlak ze strany imunitniho sys-
tému pacienta a umoznuje to nddorovym
bunkam uniknout T bunééné odpovédi.

Nadorové Ag jsou exprimovany tak,
Ze nejsou imunitnim systémem
rozpoznatelné

Tento mechanizmus byva také nékdy na-
zyvan ,maskovani antigenu” a je zpUso-
ben tim, Ze povrchové antigeny nadoru
jsou prekryty molekulami glykokalyxu.
Jako pfiklad muze slouZit sialova kyse-
lina v mukopolysacharidech. Nadory
casto exprimuji vice glykokalyxovych
molekul nez buriky normaini.

Aktivni obrana

Nadory mohou samy aktivné vyuzi-
vat dalsi bunécéné systémy, aby zabra-
nily imunitnimu systému v jejich roz-
poznéni. Za normalnich okolnosti musi
byt imunitni systém schopen na jedné
strané rozpozndvat a likvidovat nebez-
pecné patogeny (viry, bakterie, parazity),
na strané druhé musi byt zachovéna jeho
schopnost tolerovat vlastni tkané a or-
gany [17-21]. ProtozZe klicovou roli v roz-
poznavani a likvidaci patogent a nado-

rovych bunék hraji T burky, jejich aktivita
musi byt velmi striktné regulovana. Akti-
vita T bunék je regulovana pozitivnimi,
kostimula¢nimi signaly a zéroven exis-
tuje velky pocet negativnich, inhibi¢nich
signdll (tzv. immune checkpoints nebo
kontrolni body imunitni reakce — KBIR)
(obr. 2). Tyto inhibi¢ni receptory modu-
luji trvani a intenzitu imunitni odpovédi
a jejich vyznam je diskutovén nize.

Aktivace T bunék a kostimulacni
molekuly

Prvnim krokem v aktivaci ,naivnich”
T bunék je vazba T bunéc¢ného recep-
toru (T-cell receptor — TCR) na MHC mo-
lekuly s navdzanym antigennim pepti-
dem na povrchu antigen prezentujicich
bunék (antigen presenting cells - APC;
dendritické buriky, aktivované makro-
fagy ¢i B buriky). APC pohlcuji z okolniho
prostfedi antigeny, zpracuji je a v idedl-
nim pfipadé vystavi peptidovy frag-
ment z nadoru na svém povrchovém
MHC. Po vazbé specifického TCR na MHC
s prislusnym antigennim peptidem do-
stane T burika 1. signdl [22]. Tento signal
neni dostate¢ny pro optimalni aktivaci
a T burika musi dostat 2., kostimulaéni
signdl. Ten dostavd vazbou receptoru
CD28 na svém povrchu na molekuly B7
(B7.1/CD8O0 ¢i B7.2/CD86) na povrchu ak-
tivované APC. Tim dojde k pIné aktivaci
T bunécné odpovédi, sekreci pfislus-
nych cytokind véetné IL-2, ktery indu-
kuje proliferaci T bunék a vznik mnoha
Jkopii” efektorovych, aktivovanych
T bunék [22-24]. T bunky, které byly ak-
tivovany ve spadové uzling, migruji zpét
do mista primarniho nadoru. Jakmile
jsou tyto burnky aktivovany, uz nevyza-
duji 2. kostimulacni signal, ale staci jim
rozpoznani MHC antigenu s navazanym
peptidovym fregmentem, coz vede k na-
padeni nadorové buriky a v idedlnim pfi-
padeé k jeji likvidaci. Cast aktivovanych
T bunék se na konci imunitni odpovédi
méni v tzv. pamétové T bunky, které jsou
schopny rychlejsi a silnéjsi reakce v pfi-
padé opétovného setkani s antigen-
nim peptidem [22]. Molekuly, které da-
vaji T burikam 2. signdl, aby doslo k jejich
pIné aktivaci a proliferaci, se nazyvaiji ko-
stimula¢ni molekuly a ¢ast téchto mole-
kul ukazuje obr. 1. Kromé jiz vyse zmiro-
vané molekuly CD28 existuje celd fada
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dalSich kostimula¢nich molekul, které
jsou dulezité pro optimalni efektorové
funkce T bunék a pro tvorbu paméto-
vych T bunék, které v organizmu pfezi-
vaji roky [25]. Vazba téchto molekul na
své ligandy zesiluje aktivaci T bunék,
zvySuje proliferaci ¢i sekreci cytokin(
a obecné Ize fici, ze tyto molekuly pred-
stavuji potencidlni cil pro imunomodu-
lacni lécbu [26].

Inhibi¢ni molekuly (,immune
checkpoints” neboli kontrolni body
imunitni reakce)

Kromé pozitivni kostimulace, kdy se
z naivnich T bunék stavaji imunolo-
gicky aktivni cytotoxické T buriky, exis-
tuje také celd fada inhibi¢nich receptor(
a molekul, které pfispivaji k imunolo-
gické homeostéze a zabranuji nechté-
nym projeviim autoimunity ¢i nadmér-
nému poskozeni vlastnich tkani v misté
intenzivniho zénétu. Aktivni blokada
imunitniho dozoru patti také od roku
2011 k jedné z novych charakteris-
tik nddorl [8]. Mezi nejdllezitéjsi mo-
lekuly, které patfi mezi tzv. immune
checkpoints (kontrolni body imunitni
reakce), patii CTLA-4 (cytotoxic T-lym-
phocyte antigen-4), receptor PD-1 (pro-
grammed death-1), LAG-3 (lymphocyte
activation gene-3), TIM-3 (T-cell immu-
noglobulin and mucin-domain contain-
ing-3) a dalsi [26].

CTLA-4

CTLA-4 je klicovy negativni regulator
imunitni odpovédi. Je exprimovan ex-
kluzivné na T burikdch, kde se objevuje
2-3 dny po jejich aktivaci, a jeho hlavni
funkci je regulovat aktivitu T bunék.
VaZze se na stejné molekuly jako kos-
timula¢ni molekula CD28 (tedy na li-
gandy CD80 a CD86 na povrchu APC),
a protoze ma k témto molekuldm vyssi
afinitu nez CD28, vytésiuje tuto kosti-
mulaéni molekulu z vazby a tim tlumi
aktivitu T bunék [27-28]. Tato interakce
je extrémné dulezita pro udrzeni imu-
nologické rovnovéhy a indukci periferni
tolerance k vlastnim antigentm. Je to
Lbezpecnostni pojistka” ¢&i ,brzda”, kterd
zabranuje nadmérné imunitni odpo-
védi a nechténé autoimunité. Studie na
knockout mysich ukazuji, jak extrémné
dulezitou molekulou CTLA-4 je. Zvitata

aktivacni
receptory

CD27
? HVEM
I:I agonistické
protilatky

l blokujici I:I
protilatky

stimulace
T bunék

inhibi¢ni
receptory

M3 ~{/\
A

BTLA

VISTA

LAG-3 ‘h(

Obr. 2. T buriky jsou ovliviiovany fadou pozitivnich a negativnich signalG (upraveno

dle [21]).

bez genu pro CTLA-4 se sice narodi, ale
hynou 3-4 tydny po narozeni na fatalni
periferni lymfoproliferaci s infiltraci or-
ganl T burikami [29].

V pocéatku imunitni odpovédi je
CTLA-4 na povrchu T bunék téméf ne-
detekovatelny a na povrchu se objevuje
béhem 48-72 hod po jejich aktivaci [30].
CTLA-4 je tedy rozhodujicim ,imunitnim
checkpointem®, ktery kontroluje trvani
a intenzitu imunitni odpovédi [18,31].
Kromé toho CTLA-4 pfispivad k imuno-
modulacni aktivité regulac¢nich T bunék
(Tregs), kde je (na rozdil od efektoro-
vych T bunék) experimovan konstitu-
tivné a prispiva k lokalni imunosupresi
vyvolané pravé Tregs v nadorovém mi-
kroprostredi [32,33]. Paradoxné se uka-
zuje, ze zatimco CTLA-4 inhibuje efek-
torové T buriky, u regula¢nich T bunék
dochézi k opacné situaci - CTLA-4 zesi-
luje aktivitu Tregs a jejich proliferaci. Zda
se, ze Cast protinadorového plsobeni
anti-CTLA-4 protilatek (ipilimumab, tre-
melimumab) je zprostfedkovéna pravé
tim, Ze blokuji imunosupresivni aktivitu
Tregs [21,34].

PD-1 receptor

PD-1 je transmembranovy imunomo-
dulaéni receptor, ktery patfi k nejinten-
zivnéji studovanym molekuldm v ob-

lasti protinadorového pusobeni. Byl
pGvodné objeven jako gen indukovany
u T bunéénych hybridom pfi priichodu
apoptoézou [35]. Na klidovych burikadch
imunitniho systému je minimalni ex-
prese PD-1, ale po aktivaci se PD-1 ob-
jevuje jak na T bunkach, tak na B bun-
kach, NK bunkach, NKT burkach, ale
i na dendritickych burikdch (dendritic
cells - DC) a makrofazich. Velky zajem
pak vzbudila data, kterd ukazovala, ze
PD-1 je silné exprimovan vycerpanymi
nefunkénimi T burikami pfi chronické vi-
rové infekci a Ze blokdda PD-L1 obnovila
funkci T bunék a kontrolu virové repli-
kace [36,37]. Oviem u PD-L1 deficitnich
mysi vyvolala chronickd virova infekce
fatalni autoimunitni reakci, coz ukazalo
na dlleZitou roli PD-1 drahy v ochrané
organizmu pfed imunitné mediovanou
destrukci vlastnich tkani pfi chronické
antigenni stimulaci [38].

Fenotyp mysi deficitnich v genu
pro PD-1 ukazuje, ze role PD-1 je pre-
devsim v inhibici nadmérné aktivace
T bunék v perifernich tkanich. Na roz-
dil od rychlého a fatalniho nastupu au-
toimunity u zvifat deficitnich v genu pro
CTLA-4 zvitata bez genu pro PD-1 maji
opozdény vyskyt orgdnové specific-
kych autoimunit, jejichz spektrum
se jesté lisi podle pouzitého inbred-
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niho kmene. U PD-1 deficitnich mysi
kmene C57BL/6 dochézi po Sesti mési-
cich k rozvoji lupus-like syndromu, za-
timco u BALB/c mysi dochazi predevsim
k rozvoji autoimunitni kardiomyopa-
tie [39,40]. Tyto a dalsi dikazy ukazuji, ze
PD-1 slouzi jako inhibitor T buné¢né od-
povédi v periferii.

Exprese PD-1 a jeho funkce

PD-1 se vaze na dva razné ligandy,
PD-L1 a PD-L2, jejichz exprese se vy-
razné lisi. PD-L1 je exprimovéan na re-
lativné Sirokém spektru bunék, od kli-
dovych i aktivovanych T bunék (véetné
Tregs) pfes B bunky, DC az po nehe-
matopoietické buriky (napf. endote-
lidIni ¢i epiteldIni bunky), coz ukazuje
na dulezitou roli PD-L1 v regulaci pe-
riferni tolerance a v prevenci autoimu-
nit. Oproti tomu PD-L2 exprese je spiSe
omezend na hematopoietické buriky
(hlavné DC a makrofagy). Prozanét-
livé signdly veetné INF-y indukuji ex-
presi PD-L1 a ukazuje se, Ze celd fada
nador( exprimuje PD-L1 molekulu jako
»ochranu” pfed protinddorovou odpo-
védi T bunék. Po vazbé PD-1 na své li-
gandy tedy dochazi k,vypnuti” imunitni
odpoveédi, ke snizené produkci cytokin(
a inhibici proliferace [41,42]. Zajimavé je
vsak zjisténi, ze blokdda PD-1 monoklo-
nalnimi protilatkami nejen zvrati anergii
na urovni T bunék, ale je schopna i vyvo-
lat zesilenou T buné¢nou odpovéd proti
dals$im ,chronickym” chorobam, jako
jsou napt. nadory [21,43]. Preklinicka
data ukazala, Ze protilatky blokujici osu
PD-1/PD-L1 zvySuji protinddorovou ak-
tivitu na zvitecich modelech, a ukazuje
se, Zze se mozna jednd o relativné univer-
zalni mechanizmus, jak se nadory brani
napadeni T bunkami [21].

PD-1 a protinddorovd terapie

PD-L1 ligand je exprimovan pomérné $i-
rokym spektrem nadord. Kromé toho se
ukazuje, ze tumor infiltrujici lymfocyty
(TILs) velmi casto exprimuji PD-1 mole-
kulu, coZz nahrava domnénkam, ze nador
jako ,télu vlastni” tkan je schopen vyuzi-
vat podobné mechanizmy, které vyuzi-
vaji normalni tkdné v ochrané pred nad-
mérnou imunitni reakci. Mysi modely
ukazuji, ze zvysend exprese PD-L1 na na-
dorovych burkach snizuje schopnost

T bunék zabijet tyto nddorové bunky
in vitro, a naopak in vivo tyto nadorové
linie rostou rychleji. Blokdda PD-1 vsak
tento fenomén inhibuje a ukazuje se, ze
tato protinadorova terapie funguje na-
pfi¢ nddorovymi modely: model karci-
nomu prsu 4T1, mysi model karcinomu
pankreatu, melanom B16 ¢i model ko-
lorektalniho karcinomu CT26 [44-47].
Podobnd data se objevuji i u lidskych
malignit. Exprese PD-1 na povrchu
tumor-infiltrujicich lymfocytd spolu s ex-
presi PD-L1 mnoha rliznymi nadory uka-
zuji, Ze by se mohlo jednat o univerzalni
mechanizmus vyuzivany nadory k niku
pozornosti imnitniho systému. Ukazuje
se, Ze exprese PD-L1 na nadorové tkani
byvé ¢asto spojena s horsi prognézou
u hepatocelularniho karcinomu, mela-
nomu, rendlniho karcinomu, nemalo-
bunéc¢ného karcinomu plic, ovaridlniho
karcinomu, glioblastomu, Hodgkinova
lymfomu a dalSich [48-55].

Na zékladé téchto dat se v poslednich
péti letech velmi intenzivné testuji pro-
tiladtky blokujici osu PD-1/PD-L1 v klinic-
kych studiich [56-67]. V roce 2014 byly
prvni anti-PD-1 molekuly registrovany
pro lé¢bu metastatického melanomu
a v roce 2015 pro skvamdzni nemalo-
bunécny karcinom plic. S ohledem na
pocet studii, které se objevuji (k 17. 6.
2015 vice nez 250 studii s anti-PD-1/
/anti-PD-L1 molekulami; www.clinical-
trials.gov), bude velmi zajimavé sledovat
vyvoj v této oblasti.

LAG-3

LAG-3 je dalsi inhibi¢ni molekula, ktera
je ve zvysené mifre exprimovana akti-
vovanymi pomocnymi (CD4*) nebo cy-
totoxickymi (CD8*) T bunkami [68].
Ackoliv byl LAG-3 klonovan pred vice
nez 20 lety, jeho funkce ,imunitniho
checkpointu” byla definovana teprve
v roce 2005, kdy se ukazalo, Ze zesiluje
funkci Tregs [69]. Kromé toho LAG-3 také
prfimo inhibuje funkci efektorovych CD8*
bunék [70]. Jedinym zndmym ligan-
dem LAG-3 jsou MHC antigeny ll. tfidy,
ovsem funkce této interakce a zpUsob
ovlivnéni efektorovych a regulacnich
T bunék neni zcela objasnén. Ukazuje se
vsak, ze dudlni blokada LAG-3 a PD-1 sy-
nergistickym zplsobem blokuje anergii
u nadorové ¢i virové specifickych CD8*

T bunék pfi chronické, perzistentni in-
fekci. Studie na dvojitych knockout my-
$ich (Pd1-/-Lag37/7) naznacily, Ze tato
zvifata kompletné odhojovala i slabé
imunogenni nadory, a naopak se u nich
rychleji objevovaly autoimunitni syn-
dromy nez u mysi s knockout genem
bud' pro PD-1, nebo pro LAG-3 [71].

TIM-3

TIM-3 (T-cell immunoglobulin and
mucin protein-3), jehoz ligandem je
galectin 9, inhibuje funkci pomoc-
nych TH1 bunék [72] a protilatky proti
TIM-3 zesiluji protinddorovou odpo-
véd [73]. V nékolika studiich byla po-
zorovana spole¢na exprese molekul
TIM-3 a PD-1 na nadorové specifickych
CD8* T bunkach. Na zvifecich mode-
lech se ukézalo, Ze simultdnni blokédda
PD-1 a TIM-3 zesiluje protinddoro-
vou imunitni odpovéd a vyvolava od-
hojeni nadoru v situacich, kdy je blo-
kada jednotlivych receptor(i TIM-3 nebo
PD-1 jen slabé ucinnd [74]. Zajimavosti,
ktera se ukazala u nador(, je fakt, Zze dys-
funkéni T bunky exprimujici jak Tim-3,
tak PD-1 byly nalezeny pouze v nado-
rové tkani, ale ne v periferni krvi. Navic
se ukazalo, Zze TIM-3 exprese charak-
terizuje regulaéni T bunky a byla spo-
jena s progresi karcinomu plic [75].
Podobna data publikovala nedévno
¢eska skupina kolem Spiska et al [76],
kterd na drovni mRNA u karcinomu hlavy
a krku prokézala vysoké procento Tim-3*
PD-1* bunék pouze v nadorové tkani.
Pomoci prltokové cytometrie prokézali,
Ze cytotoxické CD8* buriky s dvojité po-
zitivnim fenotypem (Tim-3*/PD-1%) maji
vyrazné nizsi procento bunék produ-
kujicich IFN-y v porovnani s fenotypem
Tim-37/PD-1* &i Tim-3*/PD-1". Pravé ex-
prese Tim-3 spolu s PD-1 mUzZe byt pova-
zovana u karcinomu hlavy a krku za lepsi
marker vycerpanosti T bunék nez jen sa-
motny PD-1, a proto by tyto dvé mole-
kuly mohly pfedstavovat zajimavy cil
pro budouci imunoterapeutické pfistupy
v |é¢bé karcinomu hlavy a krku [76].

Produkty nadorii mohou imunitni
reakci potlacovat

Deregulacemi ziskavaji nékteré nado-
rové burnky schopnost produkovat imu-
nosupresivni cytokiny a molekuly, které
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ovlivAuji imunitni odpovéd a utlumuji ¢i
zcela inhibuji funkci T bunék, pfipadné
zpUsobuji, Ze jsou v nddorech pfitomny
takové subpopulace bunék, které ne-
jenze nadorovy rlst neblokuji, ale jesté
mu pomahaji rist. Mezi nimi jsou nejd{-
lezit&jsi IDO, TGF-B a IL-10. Jsou to bu-
nécné hormony, které vyrazné inhibuji
proliferaci a efektorové funkce lymfo-
cytd a makrofagt [24].

Indoleamin 2,3-dioxygendza

Indoleamin 2,3-dioxygendza (IDO) je
enzym, ktery katabolizuje rozklad esen-
cidlni aminokyseliny L-tryptofanu na
N-formylkynurenin [77]. Tryptofan je ne-
zbytny pro spravné fungovani T bunécné
odpovédi. IDO je produkovan nékterymi
subpopulacemi makrofagt, regula¢nimi
T burikami (coz pfispiva k vytvoreni lo-
kalniho imunosupresivniho prostredi),
ale je to i strategie mnoha nadord, jak
se vyhnout pozornosti imunitniho sys-
tému [78]. U nékterych néadorl se vi
(ovarialni karcinom), Ze zvySend exprese
IDO se podili na progresi choroby a hor-
$im prezivani pacientl, pravdépodobné
prostiednictvim Gtlumu lokalni imunitni
odpovédi [79]. Protoze se jedna o me-
chanizmus pfispivajici k imunosupresi
v naddorovém mikroprostiedi, objevuji
se prvni klinické studie s inhibitory IDO
v monoterapii ¢i v kombinaci s blokatory
kontrolnich bodG imunitni reakce [80].

Interleukin 10

Interleukin 10 (IL-10) je cytokin s proti-
zanétlivymi vlastnostmi a méa centréini
Ulohu v tom, Ze inhibuje nadmérnou
imunitni odpovéd' proti patogenim,
¢imz zabranuje zanétlivé a autoimunitni
patologii. IL-10 je produkovdn mono-
cyty a v mensi mite Th2 lymfocyty, mas-
tocyty a regula¢nimi T burikami [81].
Mysi deficitni v genu pro IL-10 vyka-
zuji zanétlivé procesy ve stievé po ko-
lonizaci zazivaciho traktu urcitymi mik-
roorganizmy. Plvodné byl IL-10 popsan
jako cytokin, ktery inhibuje diferenciaci
T bunék na Th1 fenotyp, ale podili se
i na diferenciaci tolerizujicich nebo Treg,
které maji obvykle imunosupresivni
efekt na protinadorovou imunitu [82].
Navic se ukazuje, Ze zatimco v pocat-
cich tumorigeneze ma IL-10 spiSe sti-
mula¢ni efekt na NK bunky a cytoto-
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Graf 2. Asociace mezi infiltraci nadoru riiznymi burikami imunitniho systému a progné-
zou pacienta: analyza 124 publikaci (upraveno dle [88]).

xické T buriky, v pokrocilych fazich rdstu
mohou mit nddorové burnky na svém
povrchu receptor pro IL-10 a IL-10 pak
funguje jako silny promotor nadorového
bujeni [82].

Transforming growth factor 8

Transforming growth factor B (TGF-B)
predstavuje pleiotropni cytokin, ktery
reguluje rlzné biologické procesy
vcetné vyvoje organ( a tkani, karciono-
geneze a imunitni odpovédi. U normal-
nich a premalignich bunék (¢asny rozvoj
nadoru) hraje TGF-f3 dulezitou roli v ho-
meostaze a ma tumor supresivni vlast-
nosti (blokdda rdstu a vyvolani apo-
ptozy). Ukazuje se viak, Zze nadorové
bunky mohou prestat reagovat na inhi-
bi¢ni plsobeni TGF- a naopak mohou
ziskat schopnost vyuzit TGF-3 ke svému
prospéchu, napi. blokadou imunitni
reakce a zvy$enou schopnosti tvofit me-
tastatické kolonie [83]. TGF- ma také
schopnost vyvolavat tzv. epitelidlné-me-
zenchymalni tranzici (EMT), coz je pro-
ces charakterizovany ztratou E-cadhe-
rinu, coz vede nésledné k diferenciaci na
invazivnéjsi fenotyp [84]. TGF-f byl totiz
plvodné objeven jako imunosupresivni
cytokin, jehoz ptidani do bunéénych kul-
tur inhibovalo proliferaci T bunék [85].

Nasledné se ukézalo, Ze mysi, které ne-
maji TGF-B1 nebo receptory pro néj,
hynou velmi ¢asné na systémové au-
toimunitni onemocnéni vyvolané hy-
peraktivaci a zvysSenou proliferaci
T bunék [86]. Pfi normalnich fyziologic-
kych podminkéch tak TGF- aktivné udr-
zuje T bunécnou homeostazu a reguluje
funkci T bunék. Na druhou stranu hraje
TGF-B klicovou roli pfi diferenciaci a ex-
panzi Treg na periferii. To mdze spolu
s expresi dalSich imunosupresivnich cy-
tokinl a s naslednou prevahou Tregs
v nadorovém mikroprostiedi vyvola-
vat silnou lokalnfi inhibici protinddorové
imunity, kdy infiltrujici CD8* T buriky ne-
jsou schopny se délit a zabijet nddorové
burky [87].

Regulacni T buinky

Dulezitou, i kdyz ne zatim zcela pocho-
penou funkci ma podskupina T lymfo-
cytl, tzv. Treg. Je to populace T bunék,
kterd tvofi 5-10 % viech T bunék, inhi-
buje aktivaci jinych T lymfocytl a je ne-
zbytna k udrzeni periferni tolerance vici
vlastnim antigendm [88]. Vétsina re-
gulac¢nich bunék jsou typu CD4* a ex-
primuji a fetézec IL-2 receptoru (také
oznacovany jako CD25), CTLA-4 a tran-
skrip¢ni faktor FoxP3. Deplece Treg
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u mysich nddorovych modell vétsinou
vede k zlepSeni protinddorové imunity
a k redukci nadorového ristu. Naopak
na mysich modelech muaze pfidani
Treg zmirnit autoimunitni projevy [24].
Vysledky z experimentélnich modelo-
vych systém( a od pacientll ukazuji, ze
u nékterych typd nadora je jejich hla-
dina jak v periferni krvi, tak v bunécnych
infiltrdtech vyznamné zvysena [88]. Neni
ale absolutnim pravidlem, Ze jejich vyssi
pocet by byl vzdy korelovan s horsi pro-
gnozou (graf 2). Oproti tomu pFitomnost
pamétovych (CD45%%%), cytotoxickych
bunék (CD8*) ¢i Th1 bunék (produkuji
IFN-y a IL-2) v nddoru je téméf vzdy spo-
jena s priznivym vlivem na progndzu
pacientt [89].

Tumor-asociované makrofagy,

M1 a M2

Dalsi zbunécnych populaci, které ziejmé
pfimo podporuji rast naddoru tim, ze
méni nadorové mikroprostredi a po-
tlacuji T bunécnou odpovéd, jsou na-
dorové asociované makrofagy typu
M2 [24]. Ty jsou, na rozdil od klasickych
makrofagll oznacovanych jako M1, ak-
tivovany cytokiny IL-4 a IL-13. Maji ne-
jenom tkanové-reparacni, ale hlavné
diatory, jako je IL-10 a prostaglandin E2.
Ty potlacuji T bunécnou aktivaci a efek-
torové funkce [90]. M2 kromé toho pro-
dukuji i velkd mnozstvi TFG-f a VEGF,
které podporuji neoangiogenezi a tim
urychluji rGst nadoru [91].

MDSC

MDSC populace (myeloid-derived sup-
pressor cells) predstavuje nezralé mye-
loidni prekurzory, které vznikaji v kostni
dieni a akumuluji se v lymfoidnich tka-
nich, krvi a v nddorech jak experimen-
talnich zvitat, tak nadorovych pacient(,
kde potlacuji protinddorovou reakci jak
vrozeného, tak ziskaného (specifického)
charakteru [92]. Je to heterogenni po-
pulace nékolika bunéénych typl, mezi
které se pocitaji i prekurzory DC, mo-
nocyty a neutrofily. Vyznacuji se nékte-
rymi spole¢nymi povrchovymi znaky
véetné Ly6C a Ly6G a CD11b u mysi
a CD33, CD11b a CD15 u lidi. Vyplavo-
vani z kostni dfené do lymfatickych uzlin
a dalsich tkani vyvolava rada prozanétli-

vych medidtord, znichz nékteré jsou také
produkovany nadory. Patfi mezi né pro-
staglandin E2, IL-6, VEGF a komplemen-
tovy fragment C5a. Nejsou pro né ale
unikatni. MDSC se akumuluji v mistech
chronického zanétu, ktery primarné neni
nadorem, i kdyz se mdze béhem doby na
vzniku nadoru rozhodujicim zplisobem
podilet. MDSC potlacuji vrozenou imu-
nitu tim, Ze syntetizuji a uvolruji IL-10,
ktery inhibuje rlzné zanétlivé procesy,
na kterych se podileji aktivované makro-
fagy M1 typu a DC. MDSC potlacuji také
T buné¢nou odpovéd, a to rdznymi me-
chanizmy. Mezi nimi je tfeba poukazat
na produkci volnych radikald, jako je pe-
roxynitrilaIDO, ktera katabolizuje trypto-
fan nezbytny pro T buné¢nou proliferaci.
MDSC kromé toho poskozuji protinddo-
rovou T bunécnou odpovéd tim, Ze pod-
poruji vyvoj T regula¢nich lymfocytd
a ovliviuji T bunéc¢nou diferenciaci smé-
rem k Th2 populaci, ktera, na rozdil od
Th1, ma jen omezenou protinddorovou
aktivitu [26].

Exprese FasL,

aktivni protiutok

Probihajici imunitni reakce byvéa po né-
kolika tydnech zastavena fyziologickou
likvidaci az 90 % specifickych aktivova-
nych bunék. Je k tomu vyuzivana fada
mechanizm?. Patii k nim aktivaci indu-
kovana bunécna smrt (activation-indu-
ced cell death - AICD), coz je apoptoza
aktivovanych T bunék vyuzivajici inhi-
bi¢ni mechanizmy, jako je vazba Fas li-
gandy (FasL) s membranovym Fas re-
ceptorem. Fas (CD95) je povrchovy
protein, ktery po vazbé na svij ligand
FasL (CD95L) indukuje apoptézu. Fas je
relativné hojné exprimovan napfi¢ tka-
némi, nicméné silna exprese je v thymu,
jatrech, srdci ¢i ledvindch. CD95L je ex-
primovan hlavné aktivovanymi T bun-
kami a NK bunkami a vyskytuje se téz
konstitutivné v tzv. imunoprivilegova-
nych tkanich, jako jsou varlata nebo oci.
Genové experimenty se zvifaty, kterd
nemaji CD95, ukazala na dulezitost této
molekuly v udrzeni buné¢né homeo-
stdzy a v ochrané organizmu pfed auto-
reaktivnimi T burikami [26]. Mysi kmene
gld (generalized lymphoproliferative
disease) ¢i lpr (lymphoproliferation) trpi
autoimunitnimi projevy z ddvodu ne-

dostatecné eliminace potencialné auto-
reaktivnich lymfocyt( [93].

Zastaveni nepotiebné antiinfekéni
imunity je po vyfedeni akutni infekéni
hrozby nutné z hlediska homeostazy.
Interakce Fas (CD95) a Fas ligandu sice
byla plvodné popséna jako soucdst
regulac¢nich mechanizm@ pfispivaji-
cich k regulaci periferni tolerance, nic-
méné ¢im dal vice dikazl ukazuje na
dulezitou roli v karcinogenezi, nadoro-
vém rlstu a metastazovani [94]. Uka-
zuje se, ze nadory jsou relativné ¢asto
rezistentni k apoptéze indukované vaz-
bou CD95L na povrchu T lymfocytl na
CD95 na povrchu nadorovych bunék.
Naopak nadory nebo endotelie nado-
rové tkané mohou exprimovat CD95L,
ktery pfispiva k lokalni supresi imunitni
reakce tim, ze indukuje apoptézu v infil-
trujicich T bunkach exprimujicich CD95
tzv. nddorovym protiutokem [95,96].
Charakter, stejné tak jako dynamika pro-
tinddorové reakce se od reakce protiin-
fekéni vyznamné lisi a v tomto ohledu je
predcasné ukonceni imunitni odpovédi
mozné povazovat za jednu ze strategii,
které nadory vyuzivaji k iniku [26].

Zaveér

Poslednich nékolik let se ukazuje, Ze
imuno-onkologické pfistupy v [é¢bé na-
doru predstavuji novou, nadéjnou mo-
dalituv1éc¢bé pacientl s nadorovym one-
mocnénim. PfestoZe byl protinddorovy
vyzkum v oblasti imunoterapie a vakcin
spojen velmi ¢asto se zklamanim, po-
sledni roky ukazuji, Ze koncept imnote-
rapie a imuno-onkologickych pfistupl
se velmi intenzivné rozviji. Spolu se zvy-
Sujicimi se znalostmi o tom, jak je imu-
nitni systém regulovan, se objevuji dalsi
a dalsi nadéjné molekuly a pfistupy vyu-
Zivajici silu imunitniho systému. Kromé
toho se zda, ze imuno-onkologické pfi-
stupy predstavuji modalitu s potencia-
lem dostat se do moznych kombinaci
nejen s chemoterapii, ale i s radioterapii,
cilenou terapii, vakcinami, DC ¢i tumor
infiltrujicimi lymfocyty. Imunitni systém
je dynamicky a ma schopnost reagovat
na ménici se naddor, ktery je schopen po-
tla¢ovat imunitni systém a blokovat ak-
tivitu T bunék. Navic je imunitni systém
vybaven né¢im, co se mize ukazat jako
zdsadni — tedy imunologickou paméti.
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Moznd i to je jeden z dlvodd, proc je
délka trvani odpovédi po imunotera-
pii v porovnani s chemoterapii vyrazné
delsi. Ne bezdivodné nazval c¢asopis
Science protinddorovou imunoterapii
pralomem roku 2013 [97].
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Role imunoterapie v détské onkologii

Role of Immunotherapy in Pediatric Oncology

Bajciova V.
Klinika détské onkologie LF MU a FN Brno

Souhrn

Vychodiska: V soucasnosti Ize standardni 1é¢bou (operaci, chemoterapii a radioterapii) vylécit
vétsinu onkologicky nemocnych déti. Limitujicim faktorem z(stava jeji tézka akutni toxicita
a pozdni nésledky. V détské onkologii ma imunoterapie jisté zpozdéni, ale inicialni klinické stu-
die s imunoterapii prokazuji jeji dobrou toleranci a slibné vysledky, pfedevsim u refrakternich
a rekurentnich nadort vysokého rizika. V ¢lanku predkladame soucasnou situaci v détské onko-
logii, které zplsoby imunoterapie jsou testovany v klinické praxi, od monoklonalnich protilatek
a inhibitor( kontrolnich bodi az po nddorové vakciny, T lymfocyty exprimujici chimerické an-
tigenni receptory, cytokiny a vrozenou imunitu. Zdvér: Imunoterapie je slibnou lécebnou mo-
dalitou pro déti a dospivajici s rekurentnimi nadory vysokého rizika s potencidlem zlepsit nejen
celkové prezivani, ale i kvalitu Zivota. Problémem rozvoje imunoterapie v détské onkologii z0-
stava vékova bariéra pfi zavadéni novych 1ékd a limitovany pocet détskych klinickych studii.

Klicova slova
détské nadory - imunoterapie - monoklonaini protilatky — vakciny — bunéénd terapie —
cytokiny

Summary

Background: Currently, most children with cancer can be cured with standard therapy (surgery,
chemotherapy, radiotherapy). The only limiting factor is its severe acute toxicity and late ad-
verse events. In pediatric oncology, immunotherapy has been delayed but the initial clinical
trials of immunotherapy show a good tolerance and promising results, especially in the setting
of refractory or recurrent high-risk tumors. In this article, we will discuss a current situation
in pediatric oncology, what immunotherapies are being tested in the clinical practice, from
monoclonal antibodies, checkpoint inhibitors to tumor vaccines, T-lymphocytes with chimeric
antigen receptors, cytokines and innate immunity. Conclusion: Immunotherapy is a promising
treatment modality for children and adolescents with recurrent high-risk cancer with potential
to improve both survival and quality of life. The challenge of developing immunotherapies in
pediatric oncology remains — age barriers for using new drugs and a limited number of pediat-
ric clinical studies.

Key words
pediatric cancer — immunotherapy - monoclonal antibodies - vaccines - cell therapy -
cytokines

Autorka deklaruje, Ze v souvislosti s pfedmé-
tem studie nema zadné komercni zajmy.

The author declares she has no potential
conflicts of interest concerning drugs, products,
or services used in the study.

Redak¢ni rada potvrzuje, ze rukopis prace
splnil ICMJE kritéria pro publikace zasilané do
biomedicinskych ¢asopist.

The Editorial Board declares that the manuscript
met the ICMJE recommendation for biomedical
papers.

=]

MUDr. Viera Bajciova, CSc.
Klinika détské onkologie

LF MU a FN Brno
Cernopolni 9

62500 Brno

e-mail: vbajciova@fnbrno.cz

Obdrzeno/Submitted: 24. 8. 2015
Pfijato/Accepted: 16.9. 2015

http://dx.doi.org/10.14735/amko20154538

4538

Klin Onkol 2015; 28 (Suppl 4): 4538-4543




ROLE IMUNOTERAPIE V DETSKE ONKOLOGI!

Uvod

Lécebné Uspéchy dosazené v détské
onkologii v poslednich 20 letech patii
mezi jedny z nejvétsich v éfe moderni
mediciny, pét let preziva vice nez 85 %
pacient(. Tento Uspéch byl dosazen
nejen zavedenim systémové chemote-
rapie a multimodalni [é¢by, ale i zlep3e-
nim podpUrné péce a organizaci péce
s centralizaci do détskych onkologickych
center [1].

Nicméné u 15-20 % déti stale nedoka-
Zeme zvratit nepfiznivy prdbéh nemoci
(neuroblastomy vysokého rizika, meta-
statické sarkomy mékkych tkani a kosti,
vysoce rizikové nadory CNS) [2-4]. Pro
tyto nadory je nutné hledat nové moz-
nosti a strategie [é¢by.

Limitujicim faktorem standardni 1écby
zUstava toxicita chemo- a radioterapie
a jeji pozdni nasledky, které mohou vést
nejen ke snizeni kvality Zivota, ale i pred-
¢asnym amrtim u ,vyléceného” dét-
ského onkologického pacienta.

Zavedeni imunoterapie do lécby
zhoubnych onemocnéni v détském véku
ma ve srovnani s onkologii dospélého
véku zpozdéni nékolik let, s vyjimkou

transplantace kmenovych bunék hema-
topoézy. Tento ¢asovy skluz je zplsoben
odlisnymi, tzv. détskymi typy nadord, je-
jich nizkou incidenci a vysokou efektivi-
tou standardni onkologické |écby.

Specifika nadord détského véku
Détské typy nadorl maji ve srovnani
s onkologii dospélého véku nékolik spe-
cifickych odlisnosti. Kromé incidence
a etiologie jsou rozdilné i nej¢astéjsi his-
tologické typy nadorl (pfevazuji em-
bryonalini typy nadord a nadory z po-
jivovych tkani, karcinomy jsou raritni),
vyrazné agresivnéjsi je jejich biologické
chovani s rychlym rlistem a metastatic-
kym Sifenim.

Z pohledu imunologie se détské typy
nadord lisi od nador( dospélého véku ve
tfech oblastech:

a) Exprese glykoproteinit MHC tiidy |
u détskych nadort

Ve srovnani s naddory dospélého véku
jsou informace stran exprese molekul
MHC tfidy | (major histocompatibility
complex) u nddord détského typu limi-
tovany [5,6]. U neuroblastomu vysokého

Tab. 1. Exprese PD-L1 u pediatrickych typti nadori [10].

Typ nadoru PD-L1 exprese Klinicka poznamka
leukemie + AML/ALL vyssi exprese u relapsd,
(42-100 %) spojena s horsim prezivanim

. + gliomy koreluje se stupném

CNS nadory (75-100 %) malignity
+ pouze bunéc¢né
neuroblastom linie (14.9%) ND
Wilmsiv nador +(14%) exprese.kgreluje se zvysenym
rizikem relapsu

B-NHL ne ND
ALCL + (80 %) ND
DLBCL + (27 %) ND
T-NHL + ND

Hodgkindv lymfom

+ (65-87 %)

koreluje s krat$im prezitim

sarkomy mékkych tkani + (58 %) vyrazné nizsi preziti
osteosarkom + ND
retinoblastom + pouze bunécné linie ND

AML - akutni myeloidni leukemie, ALL — akutni lymfoblastové leukemie, B-NHL —
non-Hodgkin(v B lymfom, ALCL - anaplasticky velkobuné¢ny lymfom, DLBCL -
difuzni velkobunéc¢ny B lymfom, T-NHL — non-HodgkinGv T lymfom, ND - zZaddn4d data

rizika je exprese MHC tfidy | nizka [6].
U Ewingova sarkomu je pfitomna pouze
Castecnd exprese MHC tiidy I, u meta-
statickych forem nadoru exprese chybi
uplné [6]. U meduloblastomu je vyssi ex-
prese MHC tfidy | spojena s horsi pro-
gnodzou, coz je v rozporu s ostatnimi
typy nadorud [6]. Rozporné informace
jsoui u Spatné diferencovaného rhabdo-
myosarkomu, kde je exprese MHC tfidy |
negativni [6].

b) Mutacni analyza détskych

typtli nadora

Pediatrické typy nddor( maji ve srovnani
s nadory dospélého typu niz3i mutacni
naloz, nizkou frekvenci bodovych soma-
tickych mutaci a variabilni pocet geno-
vych/chromozomalnich alteraci. Anti-
genni heterogenita détskych nador( je
pfi nizké genetické nestabilité ve srov-
nani s nddory dospélého véku nizsi [7].

c) Nadorové mikroprostiedi

détskych nadort

Jednim z hlavnich rozdilG mezi dospé-
lymi a pediatrickymi typy nador( je typ
nadorového mikroprostiedi a typ imu-
nitnich nador infiltrujicich bunék. U do-
spélych prevazuji dendritické burky
a T lymfocyty. Jejich typ, pocet, lokali-
zace (centraIni nebo marginalni) je sou-
¢asti imunitniho prognostického skére
u mnoha nadorl [5]. U pediatrickych
nadorl pfevazuje infiltrace tumor aso-
ciovanymi makrofagy (TAM) a myeloid-
nimi bunkami (myeloid derived supres-
sor cells - MDSCQ).

M2 makrofagy jsou lokalizovany v hy-
poxickych ¢astech nadorové tkané.
Vlysoka infiltrace TAM ma prognosticky
vyznam u Ewingova sarkomu, neu-
roblastomu a osteosarkomu [3,8].
MDSC v détskych solidnich nado-
rech inhibuji aktivitu T lymfocytd.
MDSC Ize ovlivnit dvojim zpUsobem -
bud umoznit jejich diferenciaci po-
danim all-trans cis retinové kyseliny,
nebo zpUsobit jejich inhibici podanim
COX-2 inhibitor( [4].

Exprese PD-L1 (programmed death
ligand) je asociovana s horsi progné-
zou. U nadorl détského véku nebyly
dosud provedeny systematické studie
exprese PD-L1. U neuroblastomu byla
nalezena PD-L1 exprese u nadorovych
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linii, ale ne ve vzorku nadoru. U Wilm-
sova nadoru byla exprese PD-L1 v ko-
relaci s agresivnim prlbéhem a re-
kurenci nadoru u pfiznivého histo-
logického podtypu. Zadna exprese
PD-L1 nebyla prokdzana u pediat-
rického B-non Hodgkinova lymfomu
(B-NHL), ale naopak az 80 % anaplas-
tického velkobuné¢ného lymfomu
mélo expresi PD-L1 pozitivni [8,9]. Pfi-
tomna pozitivni exprese PD-L1 byla az
v 70 % nadorovych bunék u détskych
sarkom0 mékkych tkani, kde byla aso-
ciovana s vyssim klinickym stadiem,
vy$sim stupném malignity a horsi pro-
gnozou (tab. 1) [9].

Imunoterapie v détské onkologii
Vyznamné objevy v biologii nadortd
a pokroky v technologiich vedly v po-
slednich letech k dramatickému rozvoji
protinddorové imunoterapie jako speci-
fické l1écebné modality [10,11]. Imunolo-
gické metody v boji proti nddoru se za-
méfuji na:

a) zvyseni imunogenicity nadorovych
bunék, ¢imz je délaji rozpoznatelné
pro efektorové burky imunitniho
systému;

b) aktivaci imunitniho systému nosi-
tele nador-asociovanymi cilovymi
antigeny;

¢) potlageni naddor-asociovanych supre-
sorickych bunék [10].

Mezi faktory limitujici efekt imunote-
rapie patii heterogenita cilovych anti-
genUd a nepomér mezi objemem nadoru
a relativnim nedostatkem efektorovych
bunék v nadoru. V détské onkologii imu-
noterapie zatim nepatfi mezi zakladni |é-
¢ebné modality [12].

Monoklonalni protilatky

Mechanizmus uc¢inku monoklonalnich
protilatek (monoclonal antibody - mAb)
je zalozen na blokovani povrchovych
signalnich receptor(, a tim jejich funkéni
neutralizaci. Pro efektivni cilenou lé¢bu
mAb musi byt splnény dvé podminky -
povrchovy antigen musi byt nador spe-
cificky a jeho exprese na povrchu na-
dorové bunky musi byt dostatecné
vysoka [10]. Mezi dalsi mechanizmy
uc¢inku mAb s protinddorovym ucinkem
patfi cytolyza cestou aktivace komple-

mentu, aktivace na protilatkach zavislé
bunécné cytotoxicity, zmirnéni nddorem
indukované imunosuprese (aktivace
vlastnich imunitnich bunék nositele za-
blokovanim CTLA-4 molekuly ¢i PD-1)
a ,non-tumor” cile v heterogenni tkani
nadoru (stromalni fibroblasty, VEGF ¢i jiz
drive zminované TAM) [3,10,13].

Ve snaze o zvyseni protinddorového
uc¢inku mAb pfi sou¢asném pokroku
v technologiich je mozné navazani prak-
ticky jakékoliv latky na mAb. Vznikaji
tak tzv. konjugované mAb, které fun-
guji jako nosice pro aktivni latku, kterd
je na né navéazéna. Jde napf. o cytoto-
xické latky (gemtuzumab ozogamicin
u refrakterni akutni myeloidni leukemie -
AML), toxiny (pseudomonddovy exoto-
xin u akutni lymfoblasticka leukemie —
ALL, ricin u Hodgkinova lymfomu), cyto-
kiny (anti-disialogangliosid GD2/IL-2)
nebo radioizotopy (EF8-131J konjugat
sGD2)[2,4,10,13].

Bispecifické mAb jsou protildtky
s dualni specificitou (rozeznavaji dva roz-
dilné antigeny). Navazuji doménu na po-
vrchu nadorovych bunék na doménu,
ktera aktivuje receptor na efektorové
imunitni bunce. Anti-CD19/anti-CD3 bis-
pecifickd mAb (blinatumomab) zpro-
stfredkuje interakci mezi CD19* na
leukemickych blastech a CD3* na T lym-
focytech. V souboru deviti détskych
pacientl s relapsem B bunécné ALL
(B-ALL) po alogenni transplantaci az
67 % z nich dosahlo klinické remise po
blinatumomabu. V soucasnosti je plano-
vana klinickd studie faze Ill u détskych
pacientu s relabovanou B-ALL [2,4,14].

Rituximab je chimerickd mAb (anti-
-CD20) na povrchu B lymfocyt(. V détské
onkologii je soucasti kombinované imu-
nochemoterapie. Rituximab je soucasti
klinickych studii indukéni faze lécby
1. linie u B-NHL, zralé B-ALL. Rituximab
je soucasti |é¢by 1. linie u déti i dospé-
lych u posttransplantacni lymfoprolife-
race. Stejna je jeho role v 1. linii Ié¢by op-
soklonus-myoklonus syndromu (OMA)
u neuroblastomu [2-4,10,13].

Bevacizumab (anti-VEGF mADb) je sou-
Castilé¢by metastatickych sarkomd mék-
kych tkani, metastatického Ewingova sar-
komu, studie faze Ill 1écby nadord CNS
vysokého rizika (embryonalni supraten-
toridIni nddory, high-grade gliomy). Rov-

néz je efektivni u low-grade gliom( u déti
s neurofibromatoézou typ | [13]. Bevacizu-
mab v kombinaci s metronomickou lé¢-
bou dosahl vyznamné terapeutické od-
povédi u refrakternich a rekurentnich
solidnich nddord détského véku a u né-
dor{i s vysokym rizikem ¢asného relapsu.

Denosumab (anti-RANKL mADb) je in-
dikovan u refrakternich, progreduji-
cich a metastatickych obrovskobunéc-
nych nador kosti, ve studii faze Il byla
dosazena terapeutickd odpovéd az
v 86 % [15].

Nimotuzumab (humanizovanad mAb
anti-EGFR) je testovan u difuznich gliom{
mozkového kmene a gliom{ mozku velmi
vysokého rizika.

Figitumumab (pIlné humanizovana
IgG2 mAb proti IGF-1R) prokazala v kli-
nické studii faze | objektivni odpovéd
u Ewingova sarkomu [4]. Specifickym
problémem v détské onkologii m{ize byt
fakt, Ze i normalni zdravy détsky organi-
zmus potiebuje pro svuj rdst IGF rlisto-
vou drahu.

Monoklonalni protilatka proti gan-
gliosidu G2 je indikovéna u neuroblas-
tomu vysokého rizika po autologni
transplantaci hematopoetickych kme-
novych bunék (auto HSCT; 1. generace
anti-GD2) nebo spolu s navazanymi rds-
tovymi faktory ¢i interleukinem-2 (IL-2;
2. generace anti-GD2, chimerickd mAb
dinutuximab) ve stadiu minimalni re-
zidualni nemoci (minimal residual
disease - MRD). Randomizovana klinicka
studie faze Ill u pacientl s neuroblasto-
mem vysokého rizika po autologni HSCT
s naslednym pouzitim isotretinoidu a di-
nutuximabu prokdzala signifikantni pro-
dlouzeni preziti bez pfihody (event-free
survival — EFS: 66 vs. 46 %) a celkového
preziti (overall survival — OS: 86 vs. 75 %)
ve srovndni s pacienty bez pouziti dinu-
tuximabu. V soucasnosti je k dispozici
jiz 3. generace anti-GD2 terapeutik ve
formé CARs (chimeric antigene recep-
tors). National Cancer Institut (NCI) ak-
tualné registruje 18 otevienych klinic-
kych studii s anti-GD2 mAb [2-4,10].

Prehled mAb pouzivanych v détské
onkologii je uveden v tab. 2.

V CR jsou pro déti a dospivajici kromé
IgG2 a anti-GD2 viechny ostatni mAb
dostupné dle paragrafu 16 zékona
¢. 48/1997 Sbirky.
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Tab. 2. Monoklonalni protilatky v détské onkologii.

Monoklonalni protilatka

rituximab
denosumab
nimotuzumab
dinutuximab
ipilimumab

vemurafenib
bevacizumab

trastuzumab

cetuximab

alemtuzumab
epratuzumab
brentuximab vedotin
blinatumomab
lexatumumab
figitumumab

nivolumab

brentuximab ozogamicin

panitumumab

Cilova struktura Indikace Klinicka studie
CD20 B-NHL, B-ALL, OMA syndrom faze lll
RANKL obrovskobunécny kostni nador faze ll
EGFR difuzni gliom mozkového kmene faze ll
GD2 neuroblastom faze lll
CTLA-4 maligni melanom, rezistentni nadory faze |-
BRAF-V600E BRAF + maligni melanom fazel
VEGF r}édvory ICNS ) faze lll
rekurentni détské typy nador( faze lll
HER-2 HER-2 + osteosarkom, synovidlni sarkom faze ll
EGFR ORL né&dory, CRC -
CD52 T-ALL fazelll
CD22 B-NHL, relaps B-ALL faze ll
CD30 3. linie Hodgkinova lymfomu faze |-l
CD19/CD3 B-NHL, relaps B-ALL faze |-
TRAIL refrakterni solidni détské nadory faze
IGF-1R refrakterni solidni détské nadory fazel
PD-L1 refrakterni maligni melanom faze |-l
CD33 refrakterni AML faze |-l
EGFR rekurentni solidni détské nadory fazel

B-NHL - non-Hodgkin(v B lymfom, B-ALL - B bunécna akutni lymfoblastové leukemie, OMA - syndrom opsoklonus-myoklonus,
ORL - nadory hlavy a krku, CRC - kolorektélni karcinom, T-ALL - T bunécnd akutni lymfoblastova leukemie, AML - akutni myeloidni

leukemie

Inhibitory imunologickych
kontrolnich bodii (checkpointu)
Checkpoints inhibitory jsou imunotera-
peutika blokujici povrchové molekuly
exprimované na T lymfocytech, které
pfenaseji inhibujici signaly a umoziuji
tak Unik nadoru z imunologického do-
hledu. Rozdily v nddorovém mikropro-
stiedi u détskych nador(i by mohly vést
k domnénce, Ze blokdda imunologic-
kych checkpointd v détské onkologii
nema terapeuticky vyznam.
Ipilimumab (anti-CTLA-4) je v détské
onkologii soucasti studie faze Il v [é¢bé
metastatického maligniho melanomu
a rezistentnich solidnich nadorl dét-
ského véku po predchozim potvrzeni
l[écebné odpovédi studie faze | u 24 %
pacientU s refrakternim/relabujicim na-
dorem. Aktudlné jsou otevieny v USA
a Evropé tfi klinické studie faze Il u déti
s pokrocilym malignim melanomem
a v USA i jinych rezistentnich nador(

détského véku. Pro vechny je limitem
vék nad 12 let [4,8,10,13,16]. V CR je ipi-
limumab dostupny pro déti a dospivajici
pod 18 let véku ve velmi pfisné indikova-
nych pfipadech dle paragrafu 16 zdkona
€. 48/1997 Sbirky ve vybranych détskych
onkologickych centrech (Praha, Brno).

V poslednim roce je velkd pozornost
vénovana protilatkdam proti receptoru
PD-1 (programmed death receptor-1) -
plné humanizované mAb nivolumab,
pembrolizumab a lambrolizumab. Cilem
je zesilit protinddorovou odpovéd T lym-
focytli narusenim interakce mezi inhibic-
nim receptorem PD-1 na T lymfocytech
a PD-L1 exprimovanym na nadorovych
burikdch. V détské onkologii je v pfi-
pravé studie faze | a Il u progreduji-
cich détskych typl nadorl exprimuji-
cich PD-L1 [4,8,9].V CR je anti-PD-1 mAb
pembrolizumab dostupny pouze ve
velmi pfisné indikovanych pfipadech
v ramci specifického Iécebného pro-

gramu ve vybranych détskych onkolo-
gickych centrech (Praha, Brno).

Bunécna imunoterapie

a) Adoptivni T bunécna terapie (trans-
fer ex vivo expandovanych tumor in-
filtrujicich lymfocytl - TILs) zatim
nenasel v détské onkologii pouziti.
Vysvétlenim muze byt rozdil v nado-
rovém mikroprostredi détskych na-
doru s nizkym poctem TILs [2].

V détské onkologii je bunécna imu-
noterapie realizovana pfedevsim
tfemi zpUsoby:

b) Alogenni transplantace kmenovych
bunék hematopoezy, GvL efekt
Predstavuje jednu z nejstarSich metod
bunécné imunoterapie v détské on-
kologii v 1é¢bé rezistentnich/relabuji-
cich hematologickych malignit. Graft
versus leukemia (GvL) efekt zpro-
stredkovan darcovskymi cytotoxic-
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kymi T lymfocyty je typickym piikla-
dem imunitni reakce, ktera dokaze
eradikovat chemorezistentni leuke-
mické buriky. GvL je zavisly na typu
leukemie (chronickd myeloidni leu-
kemie (CML) > akutni myeloidni leu-
kemie (AML) > akutni lymfoblasticka
leukemie (ALL)), bunéc¢nosti a mnoz-
stvi T lymfocytd ve $tépu (T deplece
$tépu je spojena s vyssim rizikem re-
lapsu), pfitomnosti reakce Stépu vici
hostiteli (graft versus host disease -
GvHD), objemu nadoru u hostitele
v Case prevodu a spravném nacaso-
vani transplantace. Nejlepsi GvL efekt
je dosazen ve stadiu MRD [2,3,16].

Obdobnou metodou je infuze
T lymfocytd dérce (donor lymphocyte
infusion — DLI). V soucasnosti probi-
haji klinické studie s haploidentic-
kou SCT s KIR-mismatched NK bun-
kami u détskych leukemii i solidnich
nadort [2,3,10,16].

c) Protinadorové vakciny
Imunologicka tolerance indukovana
nadorovymi antigeny neni absolutni
a Ize ji prekonat specifickou imunizaci
antigen prezentujicimi burikami (APC
bunky). V détské onkologii probéhla
celad fada nerandomizovanych single
arm klinickych studii s pouzitim proti-
nadorovych vakcin u rekurentnich so-
lidnich nadort (rekurentni high-grade
gliomy mozku, melanom, sarkomy
mékkych tkéani, neuroblastom vyso-
kého rizika, Ewingliv sarkom) se za-
vérem - podani je bezpecné, ale na-
dorové regrese bylo dosazena pouze
zfidka. Problematicky je rovnéz po-
maly imunologicky efekt vakciny
u prolifera¢né vysoce aktivnich na-
dorG détského véku. Optimalni naca-
sovani podani protinddorové vakciny
je opét ve stadiu MRD po ukonceni in-
tenzivni lécby.

Nadorové vakciny v détské onkolo-
gii zatim nejsou soucasti standardni
Ié¢by. Aktualné probihd v USA pod
hlavickou NCI 14 klinickych pediatric-
kych studii faze | a Il s pouzitim proti-
nadorové vakciny [2,4].

V CR v soucasnosti probéhlo schva-
leni SUKL pediatrické pilotni klinické
studie ,Kombinovana protinadorova
terapie s autologni vakcinou z dendri-
tickych bunék produkujicich interleu-

kin-12 u détskych a adolescentnich
pacientd s progredujicimi, relabuji-
cimi nebo primarné metastatickymi
malignitami vysokého rizika” Kliniky
détské onkologie LF MU a FN Brno.
d) CARs T lymfocyty

Velmi slibnou terapeutickou metodou
je imunoterapie zalozena na T lym-
focytech exprimujicich CARs. Pred-
bézné vysledky prokazuji klinicky te-
rapeuticky efekt CARs nejenom ve
stadiu MRD, ale i pfi méfitelné nado-
rové mase.

Problémem pfi vyrobé a nasledném
pouziti CARs T lymfocytl v détské on-
kologii je nizkd incidence détskych
nadord, slozitost a finan¢ni naro¢nost
pfipravy, kterd vede k pouziti CARs
pouze v nékolika specializovanych
centrech v USA [4].

V détské onkologii byly jako po-
tencialni cile identifikovany antigeny
CD19 a GD-2. Klinickd studie faze
I s pouzitim CD19-CARs u B-ALL refrak-
terni na standardni lé¢bu prokazala
66,7% dosazeni kompletni remise,
a u 60 % pacientt dokonce vymizela
MRD. Dalsi studie potvrdila dosazeni
remise az u 90 % pacientd. Rovnéz byl
potvrzen pfechod CD19-CARs pies he-
matoencefalickou bariéru a vymizeni
CNS leukemické infiltrace [2,4,14].

Klinicka studie faze | s prvni gene-
raci CARs proti GD2 prokazala u 27 %
tézce predlécenych pacientd s neu-
roblastomem a aktivni nemoci dosa-
zeni kompletni remise [4].

V CR je tento typ imunoterapie pro
détskou onkologii zatim nedostupny.

Kombinovana imunoterapie

Fakt tzv. imunogenni bunécéné smrti
(immunogenic cell death - ICD) vyu-
ziva stereotakticka radiochirurgie (SRS).
Pouziti radioterapie a SRS jako imuno-
modulac¢ni metody podporuje fakt, ze
ozéreni navodi v nddorovém mikropro-
stiedi zmény typické pro zanétlivé pro-
cesy (zvySenim exprese MHC I. tfidy na
nadorovych burkach se zvysi jejich roz-
poznatelnost imunitnim systémem).
Poskozeni nddorovych bunék vede ke
zvysené infiltraci nadorové tkané efek-
torovymi imunitnimi burikami. Dochazi
k poskozeni endotelidlnich bunék cév
v nddoru a zvyseni permeability cévni

stény, coz vede ke hromadéni efektoro-
vych T bunék [17].

Ve snaze o dosazeni maximalniho kli-
nického efektu lze kromé radioterapie
pouzit kombinaci imunoterapie s dal-
$imi formami protinddorové 1écby (kom-
binace/sekvencni podani rliznych typt
imunoterapie, kombinace imunoterapie
a chemoterapie, kombinace imunotera-
pie a cilené biologické |écby).

Aktivace vrozené imunity
Imunoterapie v podobé aktivace vro-
zené imunity je v détské onkologii te-
prve v zacatcich. V dospélé onkologii
je nejdéle pouzivanym zpdsobem akti-
vace vrozené imunity aplikace BCG vak-
ciny u karcinomu mocového méchyre.
V détské onkologii probiha klinicka stu-
die faze | s BCG a antiidiotypovou mAb
A1G4 u progredujicich neuroblastom
vysokého rizika [16].

MTP-PE (lipidovy muramyl tripeptid
fosfatyletanolamin, mifamurtid) aktivuje
monocyty a makrofagy, jeho efekt tedy
zdlezi na poctu makrofagd v nadoru.
Podani MTP-PE u lokalizovaného osteo-
sarkomu vedlo ke zlepseni pétiletého
OS (53 % v ramenu s MTP-PE vs. 40 %
v ramenu bez MTP-PE). Vysledky studie
faze Il u osteosarkomu s plicnimi me-
tastazami prokazaly prodlouzeni inter-
valu PFS, ale nebylo dosazeno statisticky
vyznamného prodlouzeni OS [3,16,18].
V CR je dostupny pro pacienty s osteo-
sarkomem dle paragrafu 16 zdkona
48/1997 Sbirky.

Cytokiny a rastové faktory

Cytokiny hraji kritickou roli v regulaci

imunitniho systému - stimuluji imunitni

odpovéd proti cizorodému antigenu a re-
guluji odpovéd nositele ve spektru od cy-
totoxické po imunotolerantni reakci.

a) Interferon a (IFN-a), predevsim jeho
pegylovand forma, je v détské on-
kologii soucésti |é¢by devastujicich
progredujicich hemangiom{, plexi-
formnich neurofibrom u déti s neu-
rofibromatdézou typu I. Je soucasti
standardni |é¢by 1. linie u maligniho
melanomu, obrovskobunééného na-
doru kosti nebo neuroendokrin-
nich nadord [3,4,16]. Rovnéz je sou-
¢asti imunoterapie relapsu Hodgki-
nova lymfomu po autologni HSCT.
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Recentné vyhodnocené rameno
s pegylovanym IFN-a v rdmci stu-
die EURAMOS nevedlo ke zlepseni
vysledkl u metastatického osteo-
sarkomu.

b) Interleukin-2 (IL-2) nesplnil oceka-
vany efekt u détskych typt nador( [3].
U neuroblastomu vysokého rizika po
autologni SCT spolu s anti-GD-2 mAb
a GM-CSF prokazal zlepseni a pro-
dlouzeni PFS [13].

¢) GM-CSF u akutnich leukemii mGze
zvysovat senzitivitu blastd a tim zvy-
Sovat cytotoxicky efekt chemotera-
pie. Klinicka studie s inhalaci GM-CSF
u plicnich metastaz osteosarkomu ne-
splnila sva oc¢ekavani [3,16].

d) Tumor necrosis faktor a (TNF-a) -
jisty efekt TNF-a je popsan u reku-
rentniho metastatického Ewingova
sarkomu, Wilmsova nédoru nebo sar-
kom0 mékkych tkani. Pouziti v dét-
ské onkologii limituje jeho systémova
toxicita [3,4,16].

Zaveér

Od prvniho vyuziti mechanizm@ imunit-
niho systému v [é¢bé nadorl détského
véku (Coley(iv toxin v roce 1922) ubéhlo
jiz 93 let. Soucasna protinadorova lé¢ba
détskych nador je sice efektivni ve vét-
siné pfipadq, ale za vysokou cenu akutni
toxicity a pozdnich nasledkd.

Vyznam imunoterapie v détské on-
kologii kromé slibného terapeutického
efektu potencuje jeji dobrd tolerance,
absence pozdni toxicity a urychleni re-
konstituce imunitniho systému po ab-
solvovani standardni cytotoxické on-
kologické 1é¢by. V détské onkologii se
standardni |é¢bou podafi dostat vét-
Sinu nadorl do stadia MRD, kdy je
efekt imunoterapie nejprokazatelnéjsi.
Proto klinické studie s pouzitim tzv.
konsolida¢ni imunoterapie, prede-
v$im u solidnich détskych nadord vy-

sokého rizika, jsou v nejblizich letech
nezbytné.
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PREHLED

Chiméricky antigenni receptor

T lymfocytu — genova terapie budoucnosti

u nadorovych onemocnéni?

Chimeric Antigen Receptor T-cells — Gene Therapy

of the Future for Malignant Diseases?

Smida M.
CEITEC - Stfedoevropsky technologicky institut, MU, Brno

Souhrn

Chimérické antigenni receptory jsou syntetické, geneticky upravené receptory T lymfocytd.
Jejich transfer do autolognich T lymfocytl pacienta dokdze tyto lymfocyty cilené naprogramo-
vat proti specifickym antigentim vyskytujicim se na povrchu malignich bunék. Tento princip
se v soucasnosti rozvinul jako potencidlné slibny pfistup v terapii nejprve hematologickych
malignit a pozdéji i solidnich nadord. Byly vyvinuty rdizné strategie v designu chimérickych an-
tigennich receptort a jejich transferu do T lymfocytd a zda se, Ze tyto faktory maji velky dopad
na aktivitu vyslednych modifikovanych T lymfocytli a nasledné i na Gspésnost [écby. Jednotlivé
proménné v designu se v soucasnosti intenzivné testuji v nespocetnych klinickych studiich.
V tomto prehledu stru¢né popisi zékladni princip a strukturu chimérickych antigennich recep-
torG a postup generovani T lymfocytl nesoucich chiméricky antigenni receptor.

Klicova slova
chiméricky antigenni receptor — CAR-T lymfocyty — genova terapie — imunoterapie — nddorova
onemocnéni

Summary

Chimeric antigen receptors are synthetic, genetically modified receptors of T-cells. The intro-
duction of chimeric antigen receptors into autologous patient T-cells can redirect the lympho-
cytes to specific antigen targets on the surface of malignant cells. This has recently emerged
as an intriguing therapy approach in both hematologic malignancies and later also in solid
tumors. Various chimeric antigen receptor designs and manufacturing processes were develo-
ped and seem to have a strong impact on the activity of chimeric antigen receptor T-lympho-
cytes and thereby the therapy success. The individual variables are currently being tested in
numerous clinical trials. In this review, | will briefly describe the principle, basic structure and
construction of chimeric antigen receptor T-lymphocytes.

Key words
chimeric antigen receptor — CAR-T-cells — gene therapy —immunotherapy — neoplasms
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CHIMERICKY ANTIGENNI RECEPTOR T LYMFOCYTU — GENOVA TERAPIE BUDOUCNOSTI U NADOROVYCH ONEMOCNENI?

Vyvoj chimérického antigenniho
receptoru

Imunoterapie nadorovych onemocnéni
pfitahuje jiz néjakou dobu pozornost
védcU a lékaru, jelikoz nabizi moznost
dlouhotrvajicich remisia potencidlné kom-
pletni zni¢eni nemoci. Jednotlivé pfistupy
zahrnuji napf. adoptivni transfer nador in-
filtrujicich T lymfocytd spojeny s jejich ex-
trakci a expanzi ex vivo nebo aplikace mo-
noklonalnich protilatek. Rutinné se aplikuji
(a v klinickych studiich nadéle testuji) pro-
tilatky proti povrchovym antigentim spe-
cifickym pro nadorové bunky nebo pro-
tilatky blokujici molekuly jako PD-1 nebo
CTLA-4, jez se vyskytuji na povrchu
T lymfocytl a negativné reguluiji jejich ak-
tivaci. Tyto metody se oviem setkdvaji
s fadou prekdzek, jako je naro¢nost kulti-
vace nador infiltrujicich lymfocytd, tole-
rance imunitniho systému vUci autoan-
tigenm a nutnost prezentace antigenu
v komplexu s hlavnim histokompatibil-
nim systémem (major histokompatibility
complex — MHC).

Chiméricky antigenni receptor (CAR)
pfedstavuje kombinaci protilatky a T bu-
nécného receptoru (T-cell receptor -
TCR) [1,2]. Jde o spojeni ¢asti protilatky
vazajici antigen s funkénimi doménami

Prvni generace

Druha generace

CD3C

TCR signélnich drah. CAR tak kombinuje
v jedné molekule schopnost protilatek
rozeznat a vazat antigen se schopnosti
signalnich domén aktivovat T lymfo-
cyt [3,4]. CAR receptory jsou schopny na
rozdil od klasického TCR rozeznat a vazat
molekuly v nativnim stavu na povrchu
cilovych bunék [5]. Genetickd modifi-
kace autolognich T lymfocytl pomoci
CAR konstrukt( tak umoznuje T lymfo-
cytim vazat nadoroveé specifické povr-
chové antigeny nezavisle na proceso-
vani antigenu uvnitf bunky a prezentaci
antigenu na MHC komplexu a preko-
nava tak problém s MHC kompatibilitou
a vyse zminéné prekazky jinych imuno-
terapeutickych postuput [6].

V prabéhu vyvoje CARs se zjistilo, Ze
kdyz se ke CAR receptoru pfipoji vice sig-
nalnich domén stimulujicich T lymfocyty,
Ize dosahnout vétsi efektivity takto modi-
fikovanych T lymfocytG. Prvni doménou
pfidanou ke CAR receptoru byla intrace-
luldrni ¢ast kostimulacni molekuly CD28.
Lymfocyty déle preZivaji v periferii, ale ne
dostate¢né dlouho na to, aby mohly zabit
vsechny nadorové burky. Teprve pfidani
dalsi molekuly, CD137 (4-1BB), by mélo
zajistit dostate¢nou perzistenci in vivo
a vyssi protinadorovou aktivitu [7,8].

Treti generace

2 kostim. domény

CD28
4-1BB

ICOS
CD27
0Xx40

CD3C

Obr. 1. Struktura chimérického antigenniho receptoru (CAR).

Extracelularni ¢ast sestava z variabilni ¢asti lehkého (VL) a tézkého (VH) imunoglobulino-
vého fetézce navzadjem spojenymi linkerem. Tato ¢ast je kloubem spojena s transmembra-
novou doménou. Jednotlivé generace CARs se lisi pfitomnosti riznych signalnich domén

v intracelularni ¢asti receptoru.

Jako prvni byly CARs testovany na he-
matologickych malignitach. Tyto maji
nékolik vyhod: 1. na rozdil od vétsiny so-
lidnich néddord je zndma celd fada povr-
chovych antigenll exprimovanych spe-
cificky na hematologickych bunkach;
2. Ize snadno monitorovat prabéh lécby
a odebirat hematologické nadorové
bunky a 3. T lymfocyty pfirozené mig-
ruji do hematologickych orgénd, jako je
kostni dien ¢ilymfatické uzliny.V soucas-
nosti se ovsem aplikace CAR-T lymfocytl
rozsifuje i na celou plejadu solidnich na-
dor0. Proces vyroby a aplikace CAR-T
lymfocytll zahrnuje separaci T lymfocytd
zkrve pacienta a selekci poZzadované po-
pulace. Poté je do bunék vnesen vektor
koédujici CAR receptor pro pfislusny po-
vrchovy nddorovy antigen a takto gene-
ticky upravené T lymfocyty jsou selekto-
véany a expandovany do populace ¢itajici
biliony bunék. Ty jsou nasledné opét
vpraveny do pacienta. Usp&nost této
terapie zavisi pfedevsim na mife exprese
CAR receptoru, aktivité CAR-T lymfocytl
a délce jejich perzistence v krvi pacienta.
Tyto parametry jsou ovliviiovény néko-
lika rGznymi faktory, z nichz hlavni roli
hraji pravdépodobné samotna struktura
CAR receptoru a zpUsob jeho transferu
do autolognich T lymfocyt(.

Struktura chimérickych
antigennich receptorii
Extraceluldrni ¢ast CAR receptoru vét-
sinou predstavuje jednofetézcova va-
riabilni ¢ast protilatky, konkrétné varia-
bilni ¢ast lehkého plus variabilni ¢ast
tézkého fetézce navzijem spojené lin-
kerem (obr. 1). Tyto variabilni ¢asti po-
chazeji vétsinou z mysich nebo huma-
nizovanych protildtek, popft. jsou uméle
syntetizovany a screenovany pomoci fa-
govych knihoven [9]. Na rozdil od kla-
sického TCR, kde je specifita a aktivace
T lymfocytu striktné dana uzkym roz-
sahem afinity TCR, CARs maji mno-
hem vyssi a Sirsi rozmezi afinity zarucu-
jici vazbu na antigen, aniz by dochazelo
k nespecifické kros-reaktivité. Z prekli-
nickych studii se zd4, Ze prostorova loka-
lizace vazebného epitopu ma vétsi efekt
na aktivitu CAR nez rozdily v jeho afi-
nité [10]. Také délka, flexibilita a plvod
kloubu mezi extracelularni a transmem-
branovou casti jsou dllezité faktory pro
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spravnou aktivitu CAR [11-13].V soucas-
nosti neexistuji Zddnd obecna pravidla
regulujici design CAR proti cilovym mo-
lekuldm, a je proto nutné testovat jed-
notlivé proménné v designu empiricky.
Doposud bylo vyvinuto nékolik generaci
CARs [3,4]. Jednotlivé generace CARjsou
zpravidla rozliSovany podle pouzitych
intraceluldrnich signalnich domén nut-
nych pro aktivaci T lymfocytu. Prvni ge-
nerace CARs zahrnuje jako signalni do-
ménu pouze fetézec CD3 zeta. Druha
generace obsahuje navic i jednu kos-
timula¢ni doménu odvozenou bud' od
molekuly CD28, nebo 4-1BB. Treti ge-
nerace CARs obsahuje dvé kostimulaéni
domény jako CD28 nebo 4-1BB plus do-
ménu dalsich kostimula¢nich molekul.
Soucasné klinické studie se zabyvaji pre-
devsim testovanim CARs druhé a tieti
generace, které dosahuji delsi perzis-
tence CAR-T lymfocytd v krvi pacienta
a vyssi lymfocytarni aktivity. Také trans-
membranovd doména a kloub spoju-
jici tuto &ast s extracelularnim fetézcem
mohou hrat dllezitou roli pfi interakci
s antigenem, tvorbé imunologické sy-
napse a asociaci CAR s jinymi proteiny
dulezitymi pro tvorbu robustniho sig-
nalu nutného pro plnou aktivaci bunky.
Vétsinou se pouziva transmembranova
¢ast a kloub z molekuly CD8a nebo
CD28. Ovsem byly testovény i rizné mo-
difikované klouby z FcR oblasti a bylo
zjisténo, Ze jsou schopny vézat Fc recep-
tory a aktivovat buriky vrozeného imu-
nitniho systému [11-13].

Produkce CAR-T lymfocyti

Dulezitym aspektem pfi pfipravé
CAR-T lymfocytl je zptsob bezpe¢ného
a ucinného vlozeni CAR receptoru do au-
tolognich T lymfocytd. V soucasnosti je
testovano nékolik rdznych metod pro
vneseni CAR konstruktu do expandova-
nych T lymfocytd pacienta [14]. Kazdy
z téchto systémU ma své vyhody a ne-
vyhody, co se tyce miry exprese CARs
v bunkéch, bezpecnosti systému a fi-
nan¢ni naro¢nosti. Pivodné byla pou-
zivana DNA transfekce, jelikoz je to
technika levna a nehrozi riziko inzeréni
mutageneze jako v pfipadé virové in-
fekce. Na druhé strané oviem dosahuje
relativné nizké efektivity transferu genu,
a proto vyzaduje dlouhodobou kulti-

vaci a selekci transfekovanych lymfocyt(
pomoci antibiotik. Dlouhodobd kulti-
vace pfitom neni prospésna pro aktivitu
a perzistenci transfekovanych bunék
a vnesené geny pro rezistenci mohou
navic tvofit imunogenni produkty.
Uziti transpozonovych vektord obsa-
hujicich element pro integraci (napf.
tzv. Sleeping Beauty transpozon) mUze
vést k ucinnéjsimu integrovani trans-
genu [15-17]. Tento systém se nyni tes-
tuje v rGznych klinickych studiich a zda
se, ze vede k U¢inné&jsimu transferu genu
a jeho déle trvajici expresi [18]. Nejcas-
téji uzivanym systémem vneseni CAR
konstruktu je infekce lymfocytl pomoci
y-retrovird. Retroviry Ize jednoduse pfi-
pravit a navic jsou schopny velmi Uc¢inné
a permanentné transdukovat lymfo-
cyty. Pfedbézné vysledky navic ukazuiji,
Ze z hlediska integrace do genomu je re-
trovirova infekce do primarnich lidskych
lymfocytl bezpecnd [19]. Nevyhodou
retroviru mudze potencidlné byt utlumeni
exprese CARs zdlGvodu utlumeni LTR ob-
lasti integrovaného retrovirového kon-
struktu. V jistém kontextu se toto oviem
mUze stat vyhodou terapie. Pravdépo-
dobné bezpecnéjsi nez retroviry z hle-
diska mista integrace je infekce pomoci
lentivirovych vektor(, které jsou také
schopny efektivné a stabilné transdu-
kovat T lymfocyty [20]. Pouziti specific-
kych promotoru ve spojitosti s lentiviro-
vymi vektory dosahuje stabilni exprese
CAR konstruktd na povrchu transduko-
vanych T lymfocytl a déle trvajici per-
zistenci funkénich CAR-T lymfocytl
in vivo.

Také zplsoby kultivace T lymfocytl
a jeji délka mohou byt dlleZitym faktorem
pfispivajicim ke kvalité kone¢ného pro-
duktu CAR-T lymfocytu. Obycejné se pou-
Ziva expanze lymfocytd pomoci stimulace
anti-TCR protilatkami plus podpUrnymi
cytokiny, coz udrzuje centrdlni pamétovy
fenotyp T lymfocytli, nebo pomoci umé-
lych antigen-prezentujicich bunék [21,22].
Expandované CAR-T lymfocyty jsou poté
vpraveny zpét do pacienta a je monitoro-
vana délka jejich perzistence v periferii, ak-
tivita a progres nemoci.
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PREHLED

Vyznam imunogenni bunééné smrti

v protinadorové imunité

The Concept of Immunogenic Cell Death in Antitumor Immunity

Fuéikova J., BartGifikova J., Spisek R.

Ustav imunologie, 2. LF UK a FN v Motole, Praha
Sotio a.s,, Praha

Souhrn

Z imunologického hlediska Ize buné¢nou smrt nddorovych bunék rozlisit na imunogenni a ne-
imunogenni v zavislosti na podnétu, ktery ji vyvolava. Imunogenni bunééna smrt na rozdil od
fyziologické apoptdzy vede ke stimulaci imunitniho systému pomoci molekul, které jsou ozna-
¢ovany jako DAMPs (danger associated molecular pattern). V prvnich hodinach imunogenni
bunécéné apoptdzy dochazi k rychlé translokaci chaperonového proteinu kalretikulinu a pro-
teinll teplotniho stresu 70 a 90 (heat-shock - HSP70 a HSP90) z endoplazmatického retikula na
bunécny povrch. Nasledné dochézi k aktivni sekreci molekuly adenosintrifosfatu a pasivnimu
uvolnéni nuklearniho proteinu HMGB1 do extracelularniho prostoru. Spole¢nou vlastnosti
téchto molekul je aktivace bunék imunitniho systému, zejména pak dendritickych bunék, které
se fadi mezi profesionalni antigen prezentujici buriky, které nasledné aktivuji protinadorovou
imunitni odpovéd. Cilem tohoto souhrnného ¢lanku je popsat dosud zndmé induktory imuno-
genni bunécné smrti a jejich vliv na protinddorovou imunitni odpovéd.

Klicova slova
kalretikulin — dendriticka bunka - imunogenni bunééna smrt — protinddorova imunitni
odpovéd

Summary

Cancer cell death can be immunogenic or nonimmunogenic depending on the initiating sti-
mulus. The immunogenic characteristics of immunogenic cell death are mainly mediated by
damage-associated molecular patterns represented by preapoptotic exposure of calreticulin
and heat shock proteins (HSP70 and HSP90) from endoplasmic reticulum at the cell surface
and active secretion of adenosintriphospate. Other damage-associated molecular patterns are
produced in late stage apoptosis as high mobility group box 1 protein (HMGB1) into the extra-
cellular milieu. Such signals operate on various receptors expressed by antigen presenting cells,
mainly by population of dendritic cells, to stimulate the activation of antigen specific T-cell
response. In this review, we describe the current known immunogenic cell death inducers and
their potential to activate antitumor immune response.

Key words
calreticulin — dendritic cell - immunogenic cell death — antitumor immune response
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VYZNAM IMUNOGENNI BUNECNE SMRTI'V PROTINADOROVE IMUNITE

Uvod

Nové poznatky v oblasti nadorové bio-
logie ukazuji, Ze imunitni systém je
schopen rozpoznat neoplastické na-
dorové bunky a znicit je dfive, nez se
projevi jako klinicky zdvazné onemoc-
néni. Slozky imunity hraji ddlezitou roli
i pri lé¢bé klinicky detekovatelnych na-
dord a podporuji ucinek nékterych pro-
tinadorovych lé¢iv [1]. Zakladnim pred-
pokladem pro rozpoznéani nddorovych
bunék imunitnim systémem je existence

nadorové specifickych, resp. asociova-
nych antigend. Ty mohou byt v mensi ¢i
vétsi mite exprimovany nadorovou bun-
kou a napoméhat jeji identifikaci bun-
kami imunitniho systému [2]. Z experi-
mentU je vSak zndmo, Ze nddory rostouci
v imunodeficitnim jedinci jsou mno-
hem vice imunogenni nez nadory ros-
touci u imunokompetentniho jedince.
Imunitni systém totiz vyviji na nado-
rové buriky neustaly selek¢ni tlak, ktery
vede k vybéru variant transformovanych

bunék, které dokdzou uniknout efekto-
rovym mechanizmdm imunitniho sys-
tému. Tato hypotéza se nazyva ,cancer
immune editing”, tj. editace nadoru imu-
nitnim systémem a popisuje tfi odlisné
urovné boje imunitniho systému proti
nadorovym burikam - eliminaci trans-
formované buriky (elimination), ustano-
veni rovnovahy mezi transformovanou
bunkou a organizmem (equilibrium)
a unik transformované bunky pred kon-
trolou imunitnim systémem (escape) [3].

Tab. 1. Induktory ICD 1. a Il. tfidy v Ié¢bé nadorovych onemocnéni, jejich hlavni imunogenni vlastnosti a vliv na imunitni

systém.

Klinicka

Induktor ICD .
aplikace

induktor . tfidy

leukemie, lym-
fomy, détské na-
dory, karcinom
vajecnikl a prsu

mitoxanton
antracykliny

karcinom tlustého

liplati .
oxaliplatina streva a GITU

leukemie, mno-

cyklofosfamid . .
karcinom plic,

prsu a varlat

mnohocetny

bortezomib
myelom

pfiprava imuno-
terapeutickych
vakcin

UVC zareni

vétsina

radioterapie . ,
karcinomu

pfiprava imuno-
terapeutickych
vakcin

vysoky hydrostaticky
tlak (HHP)

induktor Il. tFidy

velké mnozstvi
karcinomu

fotodynamicka terapie
hypericinem

coxsackie virus B3 ve fazi vyzkumu

hocetny myelom,

Produkce DAMP

pre-apoptoticka exprese CRT,
produkce ATP burikami ve
fazi casné apoptozy, pasivni
uvolnéni HMGB1

pre-apoptoticka exprese CRT,
aktivni sekce ATP a post-apo-
ptotické uvolnéni molekuly
HMBG1

pre-apoptoticka exprese CRT,
pasivni uvolnéni HMGB1 ve
fazi pozdni apoptézy

exprese chaperonovych pro-
tein( CRT, HSP70 a HSP90
v procesu ¢asné faze apoptozy

pre-apoptoticka exprese CRT
a HSP70 a produkce HMGB1

pre-apoptoticka exprese CRT
a HSP70 a uvolnéni mole-
kuly HMGB1 v pozdni fazi
apoptézy
pre-apoptotickd exprese CRT,
HSP70 a HSP90, uvolnéni ATP
v Casné fazi apoptozy, a uvolnéni
HMGB1 v pozdni fazi apoptdzy

pre-apoptoticka exprese
CRT a HSP70 a uvolnéni ATP
v Casné fazi apoptozy
exprese CRT a sekrece ATP
v Casné fazi apoptozy

pro Uspéch terapie

Vztah k imunitnimu systému Reference
1 infiltrace nadorového mikropro-
stfedi CD8 T lymfocyty [9,14,
ay8 Th17 lymfocyty, T produkce 16,18]
IFN-y CD8 T lymfocyty
T exprese PD-L1 na povrchu 6,21]
plazmacytoidnich DC !
{ infiltrace nadorového mikro-
prostiedi Tregs, T infiltrace DC [23,24,27]
a CD8T lymfocyty
1 procento IFN-y produkuji-
cich bunék, T NK a CD8 buné¢nou [10,29,30]
cytotoxicitu
1 procento IFN-y produkujicich
CD8T lymfocytd, T cytotoxicity [31-33,36]
mediované NK burnikami
1 infiltrace nadorového mikropro-
stredi aktivovanymi DC, T produkce [12,34,
IFN-y T lymfocyty, T infiltrace CD4 35,37]
a CD8T lymfocyty, | infiltrace Tregs
1 aktivace DC, T IFN-y produkujicich
T lymfocytti (in vitro), [15,40]
| procenta Tregs in vitro
1 aktivace DC, T produkce IL-18 T NO [1117
a IL-10 populaci DC, T expanze CD4 p ’42]’
a CD8T lymfocytu '
vliv na populaci NK bunék kli¢covych (43]

ICD - imunogenni bunécna smrt, DAMP — danger associated molecular pattern, CRT — kalretikulin, ATP — adenosintrifosfat,
HMGB1 - high mobility group box 1, DC — dendritické burky, Tregs - regula¢ni T lymfocyty
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V klinické praxi se nddory diagnostikuji
nejcastéji az ve fazi uniku. Imunitni
systém prestane v této fazi detekovat
nddorovou burku jako ciziho vetrelce,
nebojuje s ni a dochazi k progresi nddo-
rového onemocnéni. Ukazuje se, Ze fada
klinicky pouzivanych lé¢ebnych strategii
plsobi ¢aste¢né mechanizmem zvyso-
vani imunogenicity nadorovych bunék.
Nadorové burky, které v dlsledku
ucinku léc¢ebnych metod zahynou tzv.
imunogenni buné¢nou smrti (immuno-
genic cell death - ICD), aktivuji imunitni
mechanizmy, které tak pfispivaji k elimi-
naci nebo alespon kontrole riistu nddoru
i v jeho pokrocilych stadiich.

Imunogenni bunééna smrt
nadorovych bunék

Z imunologického hlediska Ize buné¢-
nou smrt nddorovych bunék rozlisit na
imunogenni, kdy je burika schopna in-
dukovat specifickou imunitni odpovéd,
a tolerogenni, pfi které je naopak vysled-
kem tolerance k zabité bunce [4]. Apo-
ptdza byla velice dlouho povazovana za
imunologicky tichy typ bunééné smrti
na rozdil od nekrotické bunécné smrti.
Nekréza byla oznacovéna za imuno-
genni, nebot pfi ni dochazi k poruseni
plazmatické membrény a uvolnéni bu-
nécnych komponent a prozanétlivych
cytokin(. Toto dogma bylo v uplynulych
10 letech popfeno fadou praci popisuji-
cich vyznam imunogenni apoptdzy na-
vozené rliznymi modalitami a upozor-
nujicich na jeji vyznam v konceptu ICD
(tab. 1) [5]. Z téchto praci vyplyva, Ze typ
bunécné smrti neurcuje, zda jde o imu-
nogenni smrt, rozhodujici je typ pod-
nétu, ktery bunécnou smrt zahaji [6].
ICD na rozdil od fyziologické apoptdzy
vede ke stimulaci imunitniho systému
pomoci molekul, které jsou oznacovény
jako DAMPs (danger associated molecu-
lar pattern). DAMPs maji za fyziologic-
kych podminek fadu funkci ovliviujicich
metabolizmus, proliferaci a komunikaci
bunék [7]. Pokud se nadorova burnka do-
stane do stresového prostfedi, jsou tyto
molekuly exprimovény na bunécném
povrchu nebo uvolfiovény do mezibu-
nécného prostoru v nadorovém lozisku,
kde aktivuji riznym zplsobem rozli¢né
slozky imunity a obvykle indukuji proti-
nadorovou imunitni reakci [7,8]. V prv-

nich hodindch imunogenni bunécné
apoptézy dochazi k: 1. rychlé translo-
kaci chaperonového proteinu kalretiku-
linu (calreticulin — CRT) [9] a protein(
teplotniho stresu 70 a 90 (heat-shock —
HSP70 a HSP90) z endoplazmatického
retikula (ER) na bunéény povrch [10].
Nasledné dochazi k 2. aktivni sekreci mo-
lekuly ATP (adenosintrifosfat) [11] a 3. pa-
sivnimu uvolnéni nukledrniho proteinu
HMGB1 (high mobility group box 1) [12]
do extracelularniho prostoru. Spolec-
nou vlastnosti téchto molekul je aktivace
bunék imunitniho systému, zejména pak
dendritickych bunék (dendritic cells - DC),
které se fadi mezi profesionalni antigen
prezentujici buriky (antigen presenting
cell - APC) [13]. Vyznam téchto molekul
pro aktivaci imunitniho systému byl pro-
kazén na mnoha in vitro modelech nado-
rovych bunék [11,14-16] a v in vivo my-
sich imunizacnich experimentech [17-19].
Rada preklinickych a retrospektivnich
praci dokumentuje klinicky vyznam
DAMP molekul pro predikci prognézy
pacientd s nddorovymi chorobami [5].
Vy3si exprese DAMP molekul na nado-
rovych bunkach nebo jejich vyssi kon-
centrace v nadorovém mikropro-
stfedi jsou spojovany s lepsi prognézou
onemocnéni.

Induktory imunogenni

bunécné smrti

Jako prvni induktory ICD byly popsény
v letech 2002-2006 chemoterapeutika
mitoxantron, antracykliny (doxorubicin
a idarubicin) [14,16] a radioterapie [12].
V soucasné dobé je identifikovana sku-
pina chemoterapeutik a fyzikalnich mo-
dalit, jejichz spole¢nou vlastnosti je in-
dukovat imunogenni smrt nadorovych
bunék (tab. 1) [6]. Diky mnoha bio-
logickym a chemickym odlisSnostem
téchto modalit vznikl novy systém kla-
sifikace na induktory I. a Il. t¥idy [17].
Induktory imunogenni smrti, které zpd-
sobuiji stres ER nepfimo pres cytozolické
proteiny, proteiny plazmatické mem-
brany a DNA replikaci jsou oznac¢ovéany
jako induktory I. tfidy [17]. Do této sku-
piny fadime nékterd chemoterapeu-
tika (mitoxantron, antracykliny, oxalipla-
tina a bortezomib) a fyzikalni modality
(UVC zéfeni, radioterapie a vysoky hyd-
rostaticky tlak). Naopak modality, které

primarné indukuji stres ER, jsou ozna-
¢ovany jako induktory Il. tfidy a fadime
mezi né zejména fotodynamickou tera-
pii a nékteré onkolytické viry [17]. Spo-
le¢nym rysem obou skupin induktor( je
prima (Il. tfida) ¢i nepiima (l. tfida) akti-
vace stresu ER, diky které dochazi k fos-
forylaci eukaryotického transla¢niho
inicia¢niho faktoru elF2a pomoci se-
rin-threonin kindzy PERK. Nasleduje
proteolyza proteinu BAP31 mediovana
kaspazou-8 a aktivace proapoptotic-
kych proteint BAX a BAK. Nasledné je
CRT transportovan z ER do Golgiho apa-
ratu a pomoci exocytdzy pfenesen na
bunécny povrch [9]. Blokace jakéhoko-
liv proteinu v této draze znemozni ex-
presi CRT, zastavi ICD a redukuje imu-
nitni odpovéd navozenou imunogenni
modalitou [9].

Induktory I. tridy

Antracykliny a mitoxantron

Antracykliny jsou vice nez 40 let pou-
zivany v terapii nador détského véku,
leukemii, lymfomu a také v 1é¢bé nadort
prsu a vajecnikl. Do této skupiny latek
fadime zejména doxorubicin, idarubicin
a mitoxantron [18]. Antracykliny se vy-
znacuji mnoha cytostatickymi a cytoto-
xickymi vlastnostmi zprostfedkovanymi
zejména interkalaci DNA a inhibici DNA
topoizomerdzy Il vedouci k apoptéze na-
dorovych bunék. V uplynulych 10 letech
se ukazalo, Ze pravé tento typ bunécné
smrti nese klicové znaky imunogenni
apoptdzy zahrnujici pre-apoptotickou
expresi CRT [16], uvolnéni molekuly ATP
a HMGB1 ve fazi pozdni apoptdzy [12].
Vyznam exprese a uvolnéni téchto mo-
lekul byl ovéfen v in vivo profylaktickych
imunizacnich experimentech na mysich
modelech [12,16,19]. Exprese CRT na po-
vrchu nadorovych bunék po o3etfeni an-
tracykliny predchazi jakymkoliv morfo-
logickym znaklm apoptdzy a objevuje
se pfed vystavenim samotného fosfa-
tidylserinu [16]. Po rozpoznani CRT na
povrchu nadorové burky populaci APC
dojde k pohlceni nadorové buriky a akti-
vaci APC (zejména DC). Populace DC na-
sledné aktivuje T lymfocytarni protina-
dorovou odpovéd (obr. 1) [16]. Molekula
ATP produkovana v casné fazi apoptozy
zesiluje migraci monocyt(i a makrofagt
do nadorového loziska [20]. Molekula
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Zivé nddorova
burika imunogenni

bunéc¢na smrt

apoptoticka
nadorova bunka

Obr. 1. Indukce protinddorové odpovédi imunogenni nadorovou bunkou.
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Nédorové bunka osetfend imunogennim induktorem 1. ¢i Il tfidy exprimuje a uvolfiuje molekuly souhrnné oznacované DAMPs v r(z-
nych fazich apoptdzy. Mezi zminéné DAMPs se fadi CRT, HSP70 a HSP90, HMGB1 a ATP. Tyto molekuly se vazi na klicové receptory na
povrchu DC jako je TLR4 (pro HMGB1 a HSP70), P2RX7/P2RY2 (pro ATP) a CD91 (pro CRT a HSPs). Pomoci téchto interakci dochazi k in-
tenzivni fagocytéze nadorovych bunék a fenotypické (zvyseni exprese kostimula¢nich a povrchovych molekul napi. CD80, CD83, CD86
a HLA-DR) a funkéni aktivaci populace DC (produkce cytokint IL-12, IL-6 a IL-1f). Maturované DC exprimuji nadorové specifické anti-
geny na povrchu MHC molekul I. a Il. tfidy a indukuji vznik protinadorové specifickych CD4 a CD8 T lymfocytl. Upraveno a prevzato:

Sotio.com.

DC - dendritické bunky, CTL - cytotoxicky T lymfocyt

ATP déle vazbou na purinergni receptor
P2RX7 na povrchu DC zpUsobi jejich ma-
turaci diky aktivaci NALP3 inflamazomu.
Aktivovana DC nasledné produkuje cy-
tokin IL-1B nezbytny pro aktivaci antigen
specifickych T lymfocytl (obr. 1).V pozd-
nich fazich apoptézy dochazi k uvolro-
vani molekuly HMGB1, kterd vazbou na
TLR-4 receptor indukuje tzv. cross pre-
zentaci nddorovych antigent DC [12].

Oxaliplatina

Oxaliplatina se fadi mezi platinova cy-
tostatika. Chemicky reaktivni latky pat-
fici do této skupiny reaguji s DNA, ktera
se jejich pusobenim stépi, ¢i dochazi
k pevnému spojeni dvou retézcl DNA.
Vsechny tyto zmény vedou k nespravné
funkci bunky, zastavé bunécného délenf
a bunécné smrti. Vedle silného cytoto-
xického plsobeni se oxaliplatina (na roz-
dil od cisplatiny) vyznacuje schopnosti
navozovat ICD, coz bylo demonstrovano
profylaktickou vakcinaci na mysich mo-
delech [21]. ICD navozena timto plati-
novym derivatem je charakterizovdna
pre-apoptotickou expresi CRT, aktivni
sekreci ATP a post-apoptotickym uvol-
nénim molekuly HMGB1 (tab. 1) [21].
Lécba oxaliplatinou vede ke zvy3eni
exprese HLA molekul I. tfidy na povr-
chu nadorovych bunék, coz napomaha
imunitnimu systému tyto burky iden-
tifikovat a odstrafovat [22]. Z nedévno

publikované studie vyplyva, Ze in vitro
aplikace oxaliplatiny zvySuje expresi
molekuly PD-L1 na povrchu plazmacy-
toidnich DC, které nasledné napomahaji
T lymfocytérni proliferaci a indukci proti-
nadorové odpovédi.

Cyklofosfamid

Cyklofosfamid (CTX) je pouZivan v terapii
nadorovych onemocnéni od roku 1959,
kdy byl schvalen americkym Gfadem pro
kontrolu potravin a Iéciv (FDA). V po-
rovnani s ostatnimi chemoterapeutiky,
které patii do skupiny DNA-alkylujicich
latek, CTX aktivuje imunitni systém a vy-
kazuje antiangiogenni vlastnosti. Imu-
nogenni vlastnosti CTX byly prokazany
na imunokompetentnich a nude mysich
s mezoteliomem [23]. Pouze ve skupiné
imunokompetentnich mysi dochazelo
k regresi nddoru a ochrané proti zivym
nadorovym bunkam pfi preventivni vak-
cinaci. Imunogenni vlastnosti CTX jsou
charakterizovany rychlou pre-apoptotic-
kou expresi CRT a pasivnim uvolnénim
molekuly HMGBT1 (tab. 1) [17]. Fagocy-
téza naddorovych bunék odetfenych CTX
vede k fenotypické a funkeni (produkce
cytokinu IL-1B, IL-6 a IL-12) aktivaci DC
(obr. 1). Aplikace in vivo selektivné sni-
zuje procento CD8a* DC v sekundarnich
lymfoidnich orgédnech u mysi, zplGsobuje
expanzi DC v periferni krvi a zvy3uje in-
filtraci DC v nddorovém loZisku a ve spa-

dové lymfatické uzliné. Ve stejné studii
bylo demonstrovano, ze in vitro kulti-
vace DC ziskanych z CTX [é¢enych mysi
s populaci regula¢nich T lymfocytl in-
hibuje jejich imunosupresivni vlastnosti
a dochdzi k aktivaci protinadorové imu-
nitni odpovédi [24]. Dalsi klinicky vy-
znamnou vlastnosti CTX je schopnost
navodit lymfodepleci nékterych subpo-
pulaci lymfocytd. Metronomické davky
CTX (v davce cca 50mg/kg na mys;
100 mg/den na pacienta) navozuji se-
lektivni depleci regula¢nich T lymfocytt
v periferni krvi, lymfoidni tkani a nado-
rovém lozisku [25]. U pacientd lécenych
CTX je vsak situace komplexnéjsi a pub-
likovana data nejsou jednotna: pfi l[é¢bé
CTX dochdzi pouze k nesignifikantnimu
snizeni procenta regulac¢nich T lymfo-
cytl v periferni krvi. V nddorovém mik-
roprostredi téchto pacientl bylo iden-
tifikovano zvysené procento CD11c*,
CD68* a CD8* bunék a snizené procento
CD25* bunék [26]. Zaroven dochazi
béhem terapie CTX k produkci cyto-
kinG stimulujici Th1 buné¢nou odpovéd
v periferni krvi [27]. Tento fakt vysvét-
luje, pro¢ u pacientd léc¢enych CTX do-
chazi k infiltraci CD8 T lymfocytd do na-
dorového loziska. U Ié¢enych pacientl
dochazi naopak ke snizeni hladiny cyto-
kinG IL-10, TGF-B a NO v periferni krvi.
CTX patfi mezi vyznamné ICD induktory,
ktery se vyznacuje mnoha imunomodu-
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la¢nimi vlastnostmi. Jeho efekt je v3ak vice
nez u jinych cytostatik zavisly na davce.

Bortezomib
Bortezomib, inhibitor proteazomu, byl
schvalen americkou FDA v roce 2003 pro
[é¢bu pacientd s mnohocetnym myelo-
mem (Velcade). Proteazomdlni degra-
dace hraje zésadni roli v proteinovém
metabolizmu bunky a podili se na Fi-
zeni bunécného cyklu, reparaci geno-
mové DNA ¢i mezibunééné komunikaci.
Pomoci tohoto déje jsou v bunce elimi-
novany chybné prepsané ¢i nespravné
sestavené proteiny. Vazbou bortezo-
mibu na podjednotku 26S proteazomu
dochazi k zastavé bunécného cyklu ve
fazi G2/M vedouci k apoptéze nado-
rovych bunék. Imunogenni vlastnosti
bortezomibu byly demonstrovany na
mysich [é¢enych pomoci DC vakciny pul-
zované nadorovymi burikami prsni zlazy
osetfenymi bortezomibem. Takto 1é-
¢ené mysi byly nasledné chréanény pred
formaci transplantabilniho nadoru [28].
Na zakladé téchto vysledkl bylo pozdéji
popsano, ze rozhodujici roli v protinddo-
rové imunité aktivované bortezomibem
ma populace NK bunék a CD8 T lymfo-
cytl [29]. Nadorové bunky osetfené bor-
tezomibem indukuji aktivaci DC zavis-
lou na buné¢ném kontaktu a bunécné
fagocytoze [10]. Tato stimulace je zpro-
stfedkovana zejména diky expresi pro-
teinl teplotniho Soku (HSP70 a HSP90)
a CRT na povrchu nadorovych bunék po
osetfeni bortezomibem (tab. 1). Blokace
proteinU teplotniho stresu a CRT po-
moci specifickych protilatek snizuje fe-
notypickou aktivaci DC pouze ¢astecné.
Naopak maturace DCje silné ovlivnéna pfi
pouziti protildtek proti CD91 receptoru ci
jeho down-regulaci [30]. Aktivované DC
nasledné indukuji produkci IFN-y protina-
dorové specifickymi T lymfocyty [10].
Pres zminéné pozitivni vlastnosti bor-
tezomibu in vitro a in vivo je tieba zminit,
Ze pfima aplikace bortezomibu snizuje
expresi MHC (major histocompability
complex) molekul na povrchu DC [29]
a snizuje zivotnost nékterych bunék
imunitniho systému (populaci plazma-
cytoidnich a myeloidnich DC, aktivo-
vanych T lymfocytl a DC derivovanych
z monocytd), bez vyznamného vlivu na
populaci CD3 T lymfocyta.

UVC zdreni

Prozanétlivé plisobeni UVC zéfeni v kizi
bylo poprvé zminéno pred 30 lety. Poz-
déji byla popsana schopnost zafeni ak-
tivovat ICD pomoci profylaktickych
imunizac¢nich experimentd na imuno-
kompetentnich mysich modelech [31].
V zavislosti na pouzitém modelu UVC
zpUsobuje jak apoptotickou, tak nek-
rotickou smrt nddorovych bunék. Z po-
psanych DAMP molekul klicovych pro
koncept ICD UVC indukuje pre-apopto-
tickou expresi CRT a HSP70 a produkci
HMGBT1 (tab. 1)./n vitro inkubace nadoro-
vych bunék osetfenych UVC s nezralymi
DC vede k intenzivni fagocytéze i v po-
rovnani s nddorovymi bunkami osetfe-
nymi y-iradiaci. Tento proces vede k ak-
tivaci DC, které indukuji protinddorovou
CD8T lymfocytarni odpovéd (obr. 1) [32].
Vyznamnou roli v protinddorové imu-
nité aktivované UVC oSetfenymi nadoro-
vymi burikami hraji i NK bunky. Pfipadna
deplece NK bunék signifikantné snizuje
cytotoxické vlastnosti splenocytd [31].
UVC pfimo ovliviiuje produkci klico-
vych cytokind pomoci aktivace NF-kB
a AP-1 signaliza¢nich drah, coz bylo de-
monstrovano v nékolika experimental-
nich studiich [33].

Radioterapie

Protinddorovy Ucinek radioterapie je za-
loZzeny na poruseni chemickych vazeb
mezi lipidovymi membranami, proteiny
a nukleovymi bazemi DNA néadorovych
bunék. Vysoké davky zareni zplsobuji
poskozeni DNA v rozsahu, které repara-
¢ni mechanizmy jiz nedokazou napra-
vit, a dochazi k aktivaci buné¢né apo-
ptézy. Vedle pfimého vlivu radioterapie
na nadorové burky je tfeba se zminit
o tzv. abskopalnich (vzdalenych) ucin-
cich. Mezi mozné abskopalni ucinky ra-
dioterapie patii zpomaleni ristu nadoru
mediované T lymfocyty daleko od vlast-
niho mista plsobeni zafeni. Tento feno-
mén byl popsan u pacientd s rozli¢cnymi
malignitami. Tento efekt mlze byt vy-
svétlen imunogennimi vlastnostmi za-
feni, které byly prokazany in vitro u nado-
rovych bunék, zaroven in vivo v mysich
modelech a v [é¢bé onkologickych
pacientl [34,35]. ICD indukovana radio-
terapii je charakterizovana pre-apopto-
tickou expresi CRT a HSP70 a uvolnénim

molekuly HMGB1 v pozdni fazi apoptdzy
(tab. 1) [36]. Lokalni vysokodavkova ra-
dioterapie vede k infiltraci nddorového
loZiska aktivovanymi DC [37]. Zaroven
bylo popsano, ze DC pulzované bun-
kami melanomu osetfenymi zafenim
analogickym radioterapii jsou schopné
indukovat T lymfocytarni odpovéd [38].
Toto tvrzeni bylo dolozeno in vivo v my-
$ich modelech, kde ozafené B16 (nado-
rova linie melanomu) nadorové bunky
aplikované v imunizac¢nich experimen-
tech vedly k aktivaci IFN-y produkujicich
splenocytll a imunité proti zivym nado-
rovym bunkdm pfi profylaktické imuni-
zaci. Z publikovanych vysledkl vyplyva,
Ze protinadorovy efekt radioterapie je
z ¢asti zalozen na T lymfocytérni odpo-
védi. V souladu s timto pozorovanim
jsou i vysledky studie, které ukazuji, ze
ozafené nadorové bunky jsou ve vétsi
mife rozpoznavany T lymfocyty in vitro
a zvysuji ucinnost adoptivni imunotera-
pie in vivo [39]. Radioterapie také snizuje
procento regulac¢nich T lymfocytt v peri-
ferni krvi, coz je do velké miry zavislé na
dévce zafeni.

Vysoky hydrostaticky tlak

Vysoky hydrostaticky tlak (high hyd-
rostatic pressure - HHP) v rozsahu
1-100 MPa je povazovan za fyziolo-
gicky a pUsobi reverzibilni morfologické
zmény bunky. Naopak hodnoty tlaku
v rozmezi 150-250 MPa indukuji bunéc-
nou apoptdzu jak u lidskych, tak mysich
nadorovych bunék. Nekroticka buné¢na
smrt je navozena HHP o hodnotéach vys-
Sich nez 250 MPa [40]. Vlivem HHP do-
chazi v nddorovych bunkach k inhibici
syntézy bunécénych proteind a zpoma-
leni enzymatickych funkci. ICD navo-
zend HHP byla nejprve popséna Gai-
plem a spolupracovniky jako mozna
metoda oSetfeni nadorovych bunék
pfi vyrobé protinddorové vakciny [40].
Nase skupina v nedavno publikované
studii identifikovala HHP jako induktor
ICD u lidskych nadorovych bunék pro-
staty, ovarii a akutni myeloidni leukemie.
Osetreni nddorovych bunék HHP vede
k rychlé translokaci chaperonovych pro-
teind CRT, HSP70 a HPS90 na buné¢ny
povrch a uvolnéni molekuly ATP v prv-
nich hodinadch apoptézy. V pozdnich
fazich buné¢né smrti dochazi k uvol-
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Obr. 2. Vyuziti imunogenni bunééné smrti v konceptu protinadorové terapie a mozné
strategie navozeni imunogenni bunécné smrti in vivo.

ICD je zavisla na kombinaci tii faktord: 1. typu induktoru bunécné smrti, 2. imunitnim sys-
tému pacienta a 3. imunogenicité nddorovych bunék. Pouze adekvéatni kombinace téchto
tff parametr navozuje optimalni imunogenicitu nddorovych bunék. Modality, které ne-
jsou schopné indukovat expresi CRT jako dUsledek stresu ER, uvolnéni ATP na zakladé ak-
tivace autofagie a HMGB1 molekuly v pribéhu sekundarni nekrézy, nejsou schopné indu-
kovat ICD. Z podobného diivodu nadorové bunky deficientni na mechanizmus exprese
CRT, sekrece ATP a HMGB1 nemohou podlehnout ICD. V takovych pfipadech je mozné
kompenzovat tyto nedostatky pomoci rozli¢nych ptistupt, jak ukazuje obrazek, napf. apli-
kaci induktort stresu ER pfimo do nddorového loziska, rekombinantnim (r)CRT, inhibitory
ektonukleotidd, agonistl P2RX7, rlL-17 a rIL-1B. Na zékladé téchto vysledkl mdze vznik-
nout protinddorova terapie Sita na miru konkrétnimu pacientovi, respektujici typ daného
nadorového mikroprostredi, benefit aplikované chemoterapie a imunitniho systému léce-
ného pacienta. Upraveno a prevzato: Kroemer et al [5].

néni jaderného proteinu HMGB1 do
okoli nddorové bunky. Exprese a uvol-
néni zminénych DAMP molekul ma
vliv na fenotypickou i funkéni maturaci
DC a indukci protinadorové imunitni
odpovédi, bez indukce imunosupre-
sivni populace regula¢nich T lymfocytd
(obr. 1) [15]. Imunogenicita nddorovych
bunék osetfenych HHP in vivo je pied-
métem profylaktickych a terapeutickych
experimentl na mysich modelech. HHP
neni sice technicky mozné pouzit pfimo
jako 1é¢ebnou modalitu, ale je mozné
tento postup vyuzit pro standardizova-
nou pfipravu imunogennich nadoro-
vych bunék. Z tohoto ddvodu byl HHP
implementovén do vyrobniho protokolu
imunoterapeutické vakciny na bazi DC.
HHP je pouzivdn k oSetfeni nadoro-

vych bunék, které slouzi jako zdroj na-
dorovych antigent pro aktivaci DC [25].
V soucasné chvili probiha nékolik klinic-
kych studii faze Il a Ill u karcinomu pro-
staty, ovarii a plic, které vyuzivaji tento
vyrobni postup pro zhotoveni indivi-
dualniho Ié¢ivého pfipravku DCVAC.

Induktory Il. tridy

Fotodynamickd terapie

Fotodynamicka terapie (PDT) predsta-
vuje lécebnou metodu zaloZzenou na
akumulaci fotosenzitivni latky v nadoro-
vych bunkach a jeji aktivaci svétlem ur-
¢itého spektra vedouci k produkci reak-
tivnich kyslikovych radikald (reactive
oxygen species — ROS). Pravé produkce
ROS zpUsobi aktivaci bunééné apoptdzy
v misté nadorové burky, kde doslo k na-

hromadéni fotosenzitivni latky. Foto-
dynamicka terapie aktivovana hyperi-
cinem patii mezi induktory ICD II. tfidy.
Hypericin je primdrné akumulovén v ob-
lasti ER nadorovych bunék a po aplikaci
zareni dochazi k indukci stresu ER. Nado-
rové bunky osetfené hyp-PDT jsou ve
zvysené miie fagocytovany DC a zpu-
sobuji jejich aktivaci [41]. Populace zra-
lych DC néasledné indukuje protinddoro-
vou T lymfocytarni odpovéd [41]. Takto
osetfené nddorové buriky exprimuji CRT,
HSP70 a aktivné sekretuji ATP. Zaroven
dochdzi k pasivnimu uvolnéni HSPs do
extracelularniho prostifedi nadorovych
bunék [42]. V porovnani s ostatnimi po-
psanymi ICD induktory Hyp-PDT indu-
kuje vysoce ucinnou ICD, ktera je charak-
terizovana zejména 1. zvysenou expresi
pre-apoptotickych DAMP molekul na-
dorovymi burfikami v porovnani s ra-
diotearpii a chemoterapii; 2. translokaci
CRT nezavislou na dalsich DAMP mole-
kulach (napf. ERp57), se kterymi vytvafi
komplexy; 3. jednoduchym zptdsobem
prenosu DAMPs z intracelularnich kom-
partmentd na buné¢ny povrch bez za-
pojeni vétsiho mnozstvi mediatorl bu-
nécnych drah [17]. Mezi dalsi vyznamné
imunostimulaéni vlastnosti Hyp-PDT se
fadi inhibice produkce cytokind, které
podporuji proliferaci nddorovych bunék,
jako je TNF, IL-6 a GM-CSF. Hyp-PDT z&-
roven snizuje produkci metaloprotei-
nazy-9 nadorovymi burikami, enzymu,
ktery je zodpovédny za invazivitu na-
dorovych bunék do okolnich tkani.
Na druhou stranu vsak lé¢ba Hyp-PDT
zpuUsobuje nejen poskozeni nadoro-
vych bunék, ale také nevratné zmény
stromatu a bunék imunitniho systému
v celém nadorovém mikroprostredi.

Coxackie viry B3

Coxackie viry CVB3 patii do skupiny
RNA onkolytickych virQ, které se repli-
kuji v cytosolu hostitelskych bunék, kde
zpUsobuji nezvratné zmény metaboli-
zmu, homeostazy a zpUsobuji bunéc-
nou smrt. Produkce proteinl virovych
oballl hostitelskou burikou vyvolava
stres ER, diky ¢emuz dochdzi k indukci
imunogenni apoptézy. Vlivem CVB3 virQ
dochézi ke zvyseni imunogenicity na-
dorového mikroprostiedi, zejména
diky zvyseni angiogeneze a infiltraci
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CD8 T lymfocytd. CVB3 viry indukuji ex-
presi CRT a sekreci ATP v ¢asné fazi apo-
ptézy, v pozdnich fazich apoptdzy sice
dochazi k uvolnéni HMGB1 z jadra do cy-
tosolu, nedojde viak k jeho uvolnéni do
extracelularniho prostoru (tab. 1). Ana-
lyza nador( izolovanych z nude mysi
po inkubaci s CVB3 viry prokazala aku-
mulaci makrofagl, DC bunék, granulo-
cytl a NK bunék. Pfitomnost granulo-
cytl a NK bunék je klicova pro uspésnou
Ié¢bu pomoci CVB3 virli. Schopnost zp-
sobit imunogenni smrt nddorové buriky
a aktivovat imunitni systém je pfipiso-
véna i jinym onkolytickym virlim [43].

Shrnuti

ICD nadorovych bunék nepochybné
hraje Ulohu v aktivaci mechanizm pro-
tinddorové imunity. V soucasné chuvili
viak stale chybi detailni identifikace
vlivu induktor(i bunéc¢né smrti na imu-
nitni systém in vivo. Pouzivané lé¢ebné
strategie ovliviuji sou¢asné jak nado-
rovou bunku, tak i bunky imunitniho
systému. Tyto slozité interakce a jejich
konecny efekt jsou zavislé na druhu na-
doru, jeho stadiu, pouzité |é¢ebné stra-
tegii i individudlni reaktivité konkrétniho
pacienta. Klinicky zajimavou otazkou
otevienou pro dalsi védeckou praci
predstavuje role konceptu ICD v identi-
fikaci novych biomarkertd predikujicich
odpovéd pacientl na protinadorovou
[é¢bu. Z tohoto ddvodu je tfreba data
ziskana prevazné v in vitro pokusech
a in vivo zvitecich modelech ovéfit v kli-
nickych studiich, charakterizovat roli jed-
notlivych DAMPs u rozli¢cnych malignit
a snazit se najit korelaci s klinickym pra-
béhem onemocnéni marker( ICD. Na za-
kladé téchto vysledkl pak maze vznik-
nout protinadorova terapie Sita na miru
konkrétnimu pacientovi, respektujici typ
daného nadorového mikroprostredi, be-
nefit aplikované terapie a individualni
reaktivitu imunitniho systému lé¢eného
pacienta (obr. 2).
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PREHLED

Vyznam imunitniho systému a moznosti
imunoterapie u maligniho melanomu

Importance of the Immune System and Immunotherapeutic

Options in Malignant Melanoma

Krajsova I.

Dermatovenerologickd klinika 1. LF UK a VFN v Praze

Souhrn

V poslednich nékolika letech do3lo k vyznamnym zméndm v 1é¢bé metastazujiciho melanomu.
Byly objeveny nové lécebné postupy vyuzivajici inhibice kontrolnich bodd imunity k podpore
protinddorové imunitni reakce. Nejnovéjsi vysledky studii s anti-CTLA-4 a anti-PD-1 monoklo-
nalnimi protilatkami ukazuji na schopnost imunoterapie vyznamné prodlouzit dobu preziti
bez progrese a celkové preziti u pacientd s metastazujicim melanomem v porovnani s che-
moterapii i daldimi lé¢ebnymi metodami. Clanek je zaméfen na Gé¢innost a bezpeénost téchto
|é¢ebnych postupll a mozné biomarkery |é¢ebné odpovédi.

Klicova slova
maligni melanom — imunoterapie - ipilimumab - nivolumab - pembrolizumab - kombinovana
imunoterapie — biomarkery

Summary

Over the past several years, many important changes in the treatment of metastatic melanoma
have occurred. New treatment options have been discovered to exploit inhibition of immune
checkpoints for promotion of antitumor immune response. Recent results of clinical studies
with anti-CTLA-4 and anti-PD-1 monoclonal antibodies show the ability of immunotherapy
to extend progression-free survival and overall survival in patients with metastatic melanoma
when compared to chemotherapy and other therapeutic methods. This article focuses on effi-
cacy and safety of these immunotherapeutic approaches and considered biomarkers of tumor
response.

Key words
malignant melanoma - immunotherapy - ipilimumab — nivolumab - pembrolizumab - combi-
ned immunotherapy - biomarkers
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Uvod
Melanom vznikd maligni transformaci
melanocytd, bunék neuralni listy, které
v pribéhu vyvoje osidluji zejména ba-
zalni vrstvu epidermis a vlasovych fo-
likultG, ale nékteré cestuji i dale do
oblasti sliznic zazivaciho, urogenitél-
niho i dychaciho traktu. Melanocyty je
mozné prokézat i v rlznych struktu-
rach oka, zejména v choroidee, nebo
ucha, v kochlee. Jednoznac¢né nejcas-
téjsi klinickou variantou je primarné
kozni melanom, ale vzhledem k uvede-
nému rozsifeni melanocyt(l je nutné po-
¢itat i s moznosti jeho primarniho vzniku
mimo oblast klze. Pfesna pficina vzniku
melanomu nebyla dosud prokazana, ale
v etiologii melanomu hraje nezanedba-
telnou roli ultrafialové (UV) zéareni vy-
volavajici typické pyrimidinové mutace
a svétly kozni fototyp s pfevahou tvorby
feomelaninu, ktery se podili na vzniku
kyslikovych radikald v kdzi. Transformace
melanocytd v nddorové bunky je kom-
plexni proces vznikajici postupné celou
fadou molekularnich odchylek, jako jsou
genetické mutace a amplifikace onko-
gent vedouci k nekontrolovanému bu-
né¢nému rdstu, angiogenezi a uniku
z imunitniho dohledu hostitele [1].
Primarnim ukolem imunitniho sys-
tému je ochrana pfed infekci, ale jiz
pfed mnoha lety bylo prokazano, Ze je
schopny reagovat i proti ndadorovym
bunkdm. Zakladnim rysem imunitniho
systému je schopnost rozliSit buriky
télu vlastni a bunky télu cizi, tedy pato-
genni. Rozpoznani nddorovych bunék,
jako by byly cizi, je ale pro imunitni
systém obtiznéjsi, protoze primarné
vznikaji z vlastnich bunék, jsou obklo-
peny a maskovany autoantigeny a své
,Cizorodé” antigeny umi dokonale skryt.
Vyznam imunitniho systému pfi roz-
voji melanomu je odvozovan z rliznych
pozorovani. Melanom je imunogenni
nador s typickymi diferencia¢nimi an-
tigeny jako MART-1, gp100, tyrozindza,
tyrozinazovy protein 1 a 2 (TRP1, TRP2),
MAGE A3, NY-ESO-1. Prokaz celuldrni
i humoralni imunity proti uvedenym an-
tigendm naznacuje, Ze imunitni systém
je schopny rozpoznat tyto antigeny jako
cizi. Na dulezitou roli imunitniho sys-
tému ukazuji dale ¢asto pozorované par-
cidlni i kompletni spontanni regrese pri-

marniho melanomu nebo prakaz tumor
infiltrujicich lymfocyt(, kdy jejich mnoz-
stvi a distribuce koresponduji s pfizni-
véjsim prabé&hem onemocnéni. Také ne-
mocni v imunosupresi, at jiz iatrogenni,
nebo vyvolané probihajicim onemocné-
nim maji vyssi riziko vzniku melanomu.

Na druhou stranu ale mze dojit k roz-
voji melanomu i u imunokompetent-
nich, zcela zdravych jedincd. Za jednu
z pfic¢in je povazovana schopnost na-
dorovych bunék produkovat imuno-
supresorické a proapoptotické faktory,
které pfimo v misté nadoru brani imu-
nitnimu systému v jejich rozpoznani
a blokuji funkci cytotoxickych T lymfo-
cyt. Nadorové buriky mohou vydavat
signaly, které méni efektorové T lymfo-
cyty v tolerantni T lymfocyty, které jesté
navic mohou podporovat lokalniimuno-
supresi. Jednim z klicovych imunosupre-
sorickych faktor? jsou T regulacni lymfo-
cyty (Treg). Prlkaz CD4*, CD25%, FOXP3*
Treg u melanom v radidlni fazi rGstu na-
znacuje, Ze tyto buriky mohou navozo-
vat imunitni toleranci v ¢asnych fazich
vyvoje melanomu [2].

Dal$im s imunitou souvisejicim fak-
torem, ktery se mlze podilet na vzniku
rdznych nadorl véetné melanomu, je
chronicky zanét. Ten podporuje iniciaci
nadorl zvysenim cetnosti DNA mutaci
i produkci kyslikovych a dusikovych ra-
dikaly, které zase vyvolavaji DNA instabi-
litu a jeji poskozeni. Aktivace tkafovych
repara¢nich mechanizmi pak indukuje
proliferaci premalignich bunék a posi-
luje jejich prezivani. Intenzivni expozice
kize slune¢nimu UVA i UVB zéafeni vyvo-
lava spaleni klze, tedy zénét, ktery pak
spolu s daldimi u¢inky UV zafeni mize
podporovat rozvoj viech koznich na-
dord véetné melanomu [3]. Stav imu-
nitniho systému hraje pfi vzniku mela-
nomu jednu z velmi vyznamnych roli.
Melanom ma na svém povrchu fadu an-
tigend, presto dokdaze ¢asto uniknout
imunitnimu dohledu hostitele. Nado-
rové bunky jsou vybaveny ¢etnymi inhi-
bi¢nimi mechanizmy, které pfi interakci
melanomu s Tinfiltrujicimi lymfocyty
mohou imunitni reakci zablokovat, na-
dorové bunky se stanou pro imunitni
systém neviditelné, vznikd nadorova to-
lerance [4]. Ukolem protinadorové imu-
noterapie je jednak zvyseni exprese ¢i

prezentace nadorovych antigen( a jed-
nak modulace imunitniho systému tak,
aby byl schopen ucinné reagovat proti
nadorovym burikam.

Imunoterapie melanomu

Jiz pred desitkami let bylo prokazéno, ze
na rtizné formy imunoterapie odpovida
stabilné 10-30 % nemocnych s metasta-
zujicim melanomem [5]. Stale je ale ob-
tizné zjistit, co zplsobuje, Zze pravé tito
nemocninaimunoterapiireaguji. Na pri-
béhu onemocnéni, jeho progresi ¢i re-
gresi se velmi pravdépodobné stejnou
mérou podileji biologické vlastnosti na-
doru a imunitni systém hostitele. Mezi
mnoho let ovéfované a rozvijené imu-
noterapeutické postupy u metastazu-
jiciho melanomu patfi rdzné typy na-
dorovych vakcin, cytokind i adoptivni
imunoterapie. Zadna z téchto metod ale
neprokdzala takovou ucinnost, kterd by
nasla uplatnéni i v bézné klinické praxi,
a nebudou proto predmétem tohoto
sdéleni.

Pochopeni principl interakce mezi
imunitnim systémem a nadorovymi
bunkami vedlo v poslednich letech
k identifikaci fady klicovych molekul,
které tento proces ovliviuji, a umoznilo
vyznamny rozvoj novych imunotera-
peutickych postupd. Jednim ze zamérd
soucasné protinddorové imunoterapie
je preruseni nadorové tolerance a re-
staurace pfirozené funkce cytotoxickych
T lymfocytl s vyuzitim monoklonalnich
protilatek (monoclonal antibodies -
MoAb). Imunomodulaé¢ni MoAb mohou
byt zamérené na rlizné cile v imunit-
nim systému a jejich dkolem je vyvolat
novou nebo odbrzdit z rdznych davodi
pouze docasné zablokovanou imunitni
reakci. Mohou byt namifené proti inhi-
bi¢nim receptordim exprimovanym na
aktivovanych T lymfocytech, jako jsou
napt. CTLA-4 (cytotoxicky T-lymfocy-
tarni antigen-4) a PD-1 (programmed
death-1) receptory ¢i proti ligandim
PD-1 receptoru PD-L1 (programmed
death ligand-1) a PD-L2 (programmed
death ligand-2). Zkousi se MoAb proti
KIR receptordm (killer cell imunoglobu-
lin like receptor) NK bunék nebo mo-
noklonalni protilatky, které aktivuji
kostimula¢ni receptory na povrchu imu-
nitnich efektorovych bunék, jako jsou
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TNF (tumour necrosis factor) recep-
tory oznacované OX40, CD137, GITR, ¢i
MoAb neutralizujici imunosupresivni
faktory uvolfiované nadorovym mikro-
prostiedim, jako je TGF-B1 (transform-
ing growth factor 1) [6]. Do klinické
praxe jiz byly na zakladé vysledkd kli-
nickych studii u metastazujiciho mela-
nomu zavedeny MoAb proti CTLA-4 (ipi-
limumab) a proti PD-1 (pembrolizumab
a nivolumab).

Anti-CTLA-4

CTLA-4 je jedna z klicovych molekul
adaptivni imunitni odpovédi. Za fyzio-
logického stavu je jejim Ukolem ztlumit
probihajici T lymfocytarni reakci, fun-
guje jako zpétnovazebny negativni re-
gulator imunitni odpovédi. CTLA-4 brani
nadmérné imunitni reakci, chrani pred
vznikem autoimunity, ale umoziuje
vznik nadorové tolerance. Zablokovani
CTLA-4 rusi jeho inhibi¢ni Gc¢inky, udr-
Zuje aktivitu T lymfocytl a tim i jejich
pfipadnou protinadorovou reakci. Zda
se, Zze blokdda CTLA-4 aktivuje i T lym-
focyty, které jsou schopné reagovat
proti vlastnim antigenlim nebo potla-
¢ovat Treg kontrolujici za fyziologic-
kych okolnosti autoreaktivni efekto-
rové T lymfocyty. To mUze byt jednim
z dlvodl autoimunitnich reakci pro-
vazejicich inhibici CTLA-4 [7]. V [éc¢bé
melanomu se zkousely dvé MoAb na-
mifené proti CTLA-4 — ipilimumab a tre-
melimumab, ale v soucasné dobé pre-
el do dalsiho klinického vyuZiti pouze
ipilimumab.

Ipilimumab

Ipilimumab je plné huméanni IgG1 MoAb
proti inhibi¢nimu receptoru CTLA-4 ex-
primovanému na aktivovanych cytoto-
xickych T lymfocytech, ktery byl zkousen
u mnoha rlznych typl nadord véetné
melanomu. Prvni studie faze | a Il, které
hodnotily rdizné davkovani ipilimumabu
i moznosti kombinaci s vakcinami, da-
karbazinem (DTIC) nebo cytokiny, nazna-
Cily jeho Gcinnost v 1é¢bé metastazujiciho
melanomu i bezpec¢nost uvedenych kom-
binaci. Snizené renalni funkce nebo hepa-
talni dysfunkce neovliviiuji vyznamné far-
makokinetikuipilimumabu, stejné tak jako
vék, pohlavi ¢i pozitivita protilatek proti
ipilimumabu [8].

Zasadni pro dalsi klinické vyuziti ipili-
mumabu byly dvé opakované citované
studie - MDX010-20 a CA184-024. Prvni
z nich, registra¢ni studie faze lll, jako
prvniv historii [é¢by metastazujiciho me-
lanomu prokdzala statisticky vyznamnou
ucinnost ipilimumabu v prodlouzeni cel-
kového preziti (overall survival — OS). Do
studie bylo zafazeno 676 nemocnych
s metastazujicim melanomem, u kte-
rych selhala minimalné jedna predchozi
Ié¢ba. Trojramenna studie porovnavala
uc¢innost monoterapie ipilimumabem
v davce 3mg/kg proti kombinované
|é¢bé ipilimumabem s gp100 vakcinou
(ipilimumab + glykoprotein) ¢i proti mo-
noterapii gp100 vakcinou. Ipilimumab
byl podévién ve tfitydennich intervalech,
celkem ctyfi davky. PFi prvnim hodno-
ceni a medianu sledovani 20 mésica byl
median OS 10,0 a 10,1 mésice u pacientl
lé€enych kombinaci ipilimumab + gly-
koprotein a monoterapii ipilimuma-
bem, zatimco u nemocnych Ié¢enych
samotnou gp100 vakcinou byl median
OS pouze 6,4 mésice [9]. Rozdil byl sta-
tisticky vyznamny. Cetnost lé¢ebnych
odpovédi (response rate — RR) byla sice
pouze 10,9 %, ale 60 % odpovédi pre-
trvavalo déle nez dva roky [9]. Vysledky
byly, na rozdil od viech predchozich stu-
dii, natolik presvédcivé, ze na jejich za-
kladé byl ipilimumab v roce 2010 schva-
len FDA (Food and Drug Administration)
a nasledné i EMA (European Medicines
Agency) ve 2. linii [é¢by metastazujiciho
inoperabilniho melanomu.

Do druhé studie oznacované CA184-024
byli zafazovani nemocni, ktefi dosud ne-
byli pro metastazujici melanom léceni.
Jednalo se o dvouramennou studii hod-
notici Ucinnost ipilimumabu v davce
10mg/kg v kombinaci s DTIC proti mo-
noterapii DTIC. Pfi kombinované Ié¢bé
doslo ke 24% snizeni rizika progrese
onemocnéni a median OS byl 11,2 mé-
sice u kombinace proti 9,1 mésice pfi
monoterapii DTIC [10]. Na rozdil od
pfedchozi studie byla l1é¢ba podavana
do progrese ¢i nedinosné toxicity 1é¢by,
ale po péti letech byla prezivajicim ne-
mocnym nabidnuta moznost ukonceni
|é¢by. Vysledky této studie byly pro FDA
i EMA zakladem pro schvaleni ipilimu-
mabu i v 1. linii 1é¢by metastazujiciho
melanomu. Nasledné sledovani nemoc-

nych ve studii prokdzalo, Ze dosazené |é-
¢ebné odpovédi pretrvavaji mnoho mé-
sicl i let, Ctyfi roky po zahdjeni l1é¢by
prezivalo témér 20 % pacientl [11].

Také fada dalsich studii faze Il a lll po-
tvrdila ucinnost ipilimumabu v é¢bé
metastazujicitho melanomu charakteri-
védi na urovni 10-15 %, ale velmi dlou-
hou dobou jejich trvani. Pacienti, ktefi
na lé¢bu ipilimumabem zareaguji, maji
vysokou $anci na mnohaleté preziti.
V soucasné dobé je FDA i EMA schvalen
ipilimumab pro 1.a 2. linii Ié¢by metasta-
zujiciho melanomu. Aplikuje se v 90 min
trvajici nitrozilni infuzi v davce 3 mg/kg
celkem ctyfikrat v tfitydennich interva-
lech. Objevuiji se prvni prace naznacujici,
Ze by doba aplikace mohla byt zkracena
na 30 min [12].

Mechanizmus ucinku ipilimumabu
je odlisny od principu chemoterapie
a vzhledem k tomu je mozné pozoro-
vat i rozdilné typy lécebnych odpovédi.
Doba potiebnd pro nastoleni protina-
dorové imunitni odpovédi je delsi nez
doba potfebnd k pfimému cytotoxic-
kému ucinku, a proto se odpovédi obje-
vuji vétsinou vyznamné pozdéji. Popiso-
vany jsou minimalné ¢tyfi rozdilné typy
|é¢ebnych odpovédi. Je to jednak ty-
picka ¢astecna (partial remission — PR) ¢i
kompletni (complete remission — CR) od-
povéd jako u chemoterapie, nebo pouze
velmi pomalé a nepatrné zmensovani
nadoru hodnocené jako stabilizace one-
mocnéni (stable disease - SD), kterd ale
nasledné v odstupu mnoha tydnu ¢i mé-
sici mGze prechazet v PR ¢i CR. Vyjim-
kou ale nejsou ani zcela atypické odpo-
védi, kdy ke zmenseni nddoru dochazi az
po jeho pfechodném zvétseni, které imi-
tuje progresi onemocnéni, nebo zmen-
Sovani celkové masy nadoru pfi soucas-
ném vzniku novych lozZisek. Hodnoceni
l[écebnych odpovédi v mnoha ipilimu-
mabovych studiich ukazalo na nutnost
zavedeni novych hodnoticich krité-
rii — irRC (immune related response cri-
teria), kterd na rozdil od klasickych
RECIST nebo WHO kritérii berou v vahu
i uvedenou dynamiku odpovédi pfi
[é¢bé ipilimumabem [13].

Nezadouci ucginky (NU) lé¢by jsou
podminény také mechanizmem uGcinku
ipilimumabu. Potlaceni inhibi¢ni funkce
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CTLA-4 receptoru znamend kromé zvy-
$ené protinadorové aktivity také zvysené
riziko vzniku autoimunitnich reakci. Imu-
nitné podminéné NU dominuiji v toxicité
této IéCby, a oznacuji se proto jako irAEs
(immune related adverse events). Jejich
Cetnost i intenzita se zvysSuje s davkou
ipilimumabu. Pfi pouziti schvaleného
davkovani 3mg/kg se objevuji irAEs asi
u 60 % nemocnych, ale pouze u 10-15 %
znich se jedné o zadvazné NU stupné 3-4.
Mezi nejcastéjsi patii kozni toxicita v po-
dobé generalizovaného pruritu nebo
makulopapulézniho exantému ¢i vznik
vitiliga. Nejzavaznéjsi je gastrointesti-
nalni (GI) toxicita projevujici se prdjmo-
vitou stolici a v téZsich pripadech koliti-
dou. Hepatotoxicita se projevuje ¢asto
pouze elevaci transamindz ¢i bilirubinu,
bez klinickych ptiznakd. Typickym NU pfi
[é¢bé ipilimumabem je také endokrinni
toxicita projevujici se bud autoimunni
thyreoiditidou, nebo hypofyzitidou.
Lékem volby viech typd NU jsou korti-
koidy, pfi zdvaznosti stupné 3-4 v dav-
kach 1-2mg/kg. U endokrinni toxicity
byva nezbytna trvald hormonalni substi-
tuce. Zakladem Uspéchu lé¢by NU je jeji
v€asné zahajeni [14].

Anti-PD-1 a PD-L1

Imunoonkologicka lé¢ba se snazi posilit
nebo ozZivit vrozenou schopnost imunit-
niho systému rozpoznavat cizorodé anti-
geny a za takové Ize povaZzovat i nddorové
bunky. Dalsi moznosti, jak potencovat
imunitni systém, je inhibice PD-1 re-
ceptoru. Na rozdil od CTLA-4 ovliviiuje
PD-1 spise pozdéjsi efektorovou fazi
imunitni reakce [15]. ZvySenou expresi
PD-1 receptoru na T lymfocytech vyvo-
ldva dlouhodobd zvysend expozice ci-
zorodym antigentim, napf¥. pfi chronicky
probihajicich infekcich nebo u nadoro-
vych onemocnéni. Exprese ligandd pro
PD-1 (oznacované PD-L1 a PD-L2) je in-
dukovdna zénétlivymi cytokiny, zejména
INF-y. PD-L1 byva detekovdn na mnoha
typech bunék, véetné nadorovych, kde
se predpoklada, Ze zvySenou expresi vy-
volavéa onkogenni signalizace. Po vazbé
PD-1 s ligandem PD-L1 dochazi ke
spusténi inhibi¢niho signalu, jehoz vy-
sledkem je anergie T lymfocytl a za-
blokovani protinadorové imunitni
reakce. Exprese PD-L1 byva pozorovana

u fady nador( véetné melanomu a je po-
vazovana za jeden z mechanizmd, kte-
rymi nador unika z dosahu imunitni kon-
troly, a sou¢asné ¢asto provazi zvysenou
tumorigenezi a invazivitu nadord. Zablo-
kovani vazby mezi PD-1 a PD-L1 ozivuje
imunitni reakce v oblasti nadoru napf.
tim, Ze obnovuje aktivitu TILs (tumor in-
filtrating lymphocytes) bunék [16].
Nejcastéji zkousenymi monoklonal-
nimi protilatkami proti PD-1 receptoru
jsou v sou¢asné dobé nivolumab a pem-
brolizumab, které jiz obdrzely schvaleni
FDA pro lé¢bu melanomu, a pidilizumab.

Nivolumab

Nivolumab je pIné humanni IgG4 mo-
noklonalni protilatka proti PD-1 recep-
toru selektivné blokujici jeho vazbu
s PD-L1 a PD-L2 ligandy. Klinické studie
faze | byly zahdjeny jiz v roce 2006 a je-
jich vysledky naznacovaly dobrou ucin-
nost v 1écbé rdznych solidnich nadorud
véetné melanomu a nizsi toxicitu nez
pfi 1é¢bé ipilimumabem nebo chemo-
terapii. Zakladem byla studie faze I, ve
které byl nivolumab podavén v néko-
lika davkach (0,1-0,3-1,0-3,0-10 mg/kg)
pacientdim s rznymi typy nadorq, pre-
vazné se jednalo o melanom, plicni kar-
cinom a rendlni karcinom. Objektivni
lé¢ebné odpovédi (overall response
rate — ORR) byly popsany u 28 % ne-
mocnych a v pfipadé pouziti davky
3mg/kg u 41 % pacientd. Nivolu-
mab byl dobfe tolerovan, nejcastéjsimi
NU byly dnava, prGjmy, kozni toxi-
cita, nechutenstvi a pneumonitida [17].
V roce 2014 byly publikovany vysledky
dlouhodobého sledovani pacienta
s melanomem, ktefi byli 1é¢eni nivo-
lumabem kazdé dva tydny po dobu
96 tydnu. Zékladnim cilem bylo hod-
noceni OS, délka trvani |é¢ebné odpo-
védi po ukonceni |é¢by a dlouhodoba
bezpecnost. Medidn OS byl 16,8 mé-
sice a jeden rok prezivalo 62 % nemoc-
nych, dva roky 43 % pacientd. U 31 %
nemocnych byla patrnd ORR s media-
nem trvani 2 roky. Lé¢ebné odpovédi
pokracovaly i po ukonceni l1é¢by v roz-
mezi 16-56 tydn(. Nebyla pozorovana
necekana toxicita ani kumulativni toxi-
cita a NU se v naprosté vétiné pfipadd
objevovaly v prvnich Sesti mésicich
lé¢by [18]. U¢innost nivolumabu byla

porovnana také s uc¢innosti chemotera-
pie.V letodnim roce byly publikovany vy-
sledky studie CheckMate 037. Do této
studie bylo zafazeno 631 nemocnych,
ktefi progredovali po 1é¢bé ipilimuma-
bem a pokud méli pozitivni BRAF mu-
taci, i po |é¢bé BRAF inhibitory. Jednalo
se tedy o Ié¢bu min. 2. linie. Nemocni
byli randomizovani v poméru 2 : 1 na ni-
volumab nebo chemoterapii, jejiz vybér
byl na zvaZeni osetfujiciho lékare. Hlav-
nimi stratifika¢nimi kritérii byly stav
BRAF mutace, exprese PD-L1 nadoro-
vymi bunkami a odpovéd na predchozi
[é¢bu ipilimumabem. Primarnimi cili stu-
die byla ¢etnost ORR a OS, s hodnoce-
nim v dobé, kdy prvnich 120 pacientt
[é¢enych nivolumabem bylo sledo-
vano min. 24 tydnd. ORR byly popséany
u 31,7 % nemocnych Iécenych nivolu-
mabem proti 10,6 % pacientd ve sku-
piné s chemoterapii. Median doby do
odpovédi byl 2,1 mésice u nivolumabu
a 3,5 mésice u chemoterapie. Median
doby trvani ORR nebyl u nivolumabu
dosazen a u chemoterapie byl 3,6 mé-
sice. Pfi porovnavani ORR podle stra-
tifika¢nich kritérii nebyly pozorovany
statisticky vyznamné rozdily ani podle
BRAF pozitivity ¢i negativity, ani podle
odpovédi na predchozi lé¢bu ipilimu-
mabem. Pfekvapivé nebyl statisticky
vyznamny rozdil v ORR ani podle ex-
prese PD-L1 nadorem. Nicméné u ne-
mocnych s pozitivnimi PD-L1 mela-
nomy bylo popsdno 44 % ORR proti
pouhym 20 % u negativnich PD-L1 na-
dord. Nebyla pozorovdna Zadnd nece-
kana toxicita nivolumabu [19]. Nivolu-
mab prokazuje vyznamné vyssi icinnost
proti chemoterapii i v 1. linii 1é¢by, jak
ukazuji vysledky studie publikované
v letosnim roce v New England Journal
of Medicine. Do studie bylo zafazeno
418 pacientl s metastazujicim melano-
mem, ktefi nebyli dosud Iéceni a méli
negativni BRAF mutaci. Primarnim cilem
studie bylo OS. Po prvnim roce prezivalo
72,9 % nemocnych lé¢enych nivoluma-
bem proti 42,1 % lé¢enym DTIC (HR 0,42;
95% Cl 0,25-0,73; p < 0,001). Median
preziti bez progrese (progression-free
survival — PFS) byl 5,1 mésice u nivolu-
mabu proti 2,2 mésice u chemoterapie
(HR 0,43; 95% Cl 0,34-0,56; p < 0,001)
a ORR byla 40,0 % ve skupiné s nivoluma-
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bem proti 13,9 % ve skupiné s DTIC. Nej-
¢astéjsimi NU byly unava, svédéni kaze
a nauzea. NU stupné 3-4 byly popséany
u 11,7 % nemocnych lé¢enych nivo-
lumabem a u 17,6 pacientl Iécenych
DTIC [20]. U¢&innost nivolumabu neni za-
visla na stavu BRAF mutace. Ukazuje to
retrospektivni analyza Ctyf studii, do kte-
rych bylo zatazeno 440 pacientll s me-
tastazujicim melanomem. Vsichni méli
vysetienou BRAF mutaci a byli lé¢eni rliz-
nymi davkami nivolumabu. Vysledky na-
znacuji, Ze uc¢innost nivolumabu nebyla
ovlivnéna ani stavem BRAF mutace, ani
predchozi 1é¢bou BRAF inhibitory nebo
ipilimumabem [21].

Pembrolizumab

Pembrolizumab je vysoce selektivni hu-
manizovand IgG4 monoklonalni proti-
latka proti PD-1 receptoru. Zasadni pro
klinické vyuziti tohoto |éku byly vysledky
studie faze | publikované v roce 2014.
V této studii byli [é¢eni nemocni, u kte-
rych doslo k progresi melanomu po mini-
malné dvou davkach ipilimumabu. Byla
porovnavana u¢innost pembrolizumabu
v dadvce 2mg/kg kazdé tfi tydny proti
10mg/kg kazdé tfi tydny. Lécba byla po-
dévana do progrese ¢i toxicity. Primar-
nim cilem studie byla ORR hodnocena
podle RECIST kritérii nezavislou komisi.
V dobé hodnoceni byl median sledo-
vani 8 mésicd. ORR byla u obou davek
26 % a nelisila se ani toxicita, kdy nej-
¢astgjsimi NU byla Unava, svédéni kdze
a kozni exantém. Vysledky potvrdily
ucinnost pembrolizumabu v 1é¢bé me-
tastazujiciho melanomu a byly zakla-
dem pro jeho schvéleni FDA [22].V dalsi
publikované studii byla porovnavéna
uc¢innost pembrolizumabu s ipilimu-
mabem v 1é¢bé metastazujiciho mela-
nomu. Pacienti, celkem bylo zafazeno
834 nemocnych, byli randomizovani do
tfi ramen, na lé¢bu pembrolizumabem
v ddvce 10 mg/kg v intervalu dvou nebo
tfi tydnd anebo na lé¢bu ipilimumabem
v davce 3mg/kg celkem Ctyfikrat v tii-
tydennich intervalech. Primarnim cilem
studie bylo hodnoceni PFS a OS. Pfi
prvni interim analyze bylo prokazano, ze
obé davky pembrolizumabu vyznamné
prodluzuji PFS, odhadovany median PFS
byl 5,5 a 4,1 mésice u pembrolizumabu
a 2,8 mésice u ipilimumabu. Odhado-

vané jednorocni OS bylo, pfi min. 12mé-
si¢nim sledovani vsech pacientd, 74,1
a 68,4 % pro nemocné lécené pembro-
lizumabem a 58,2 % pro pacienty |é¢ené
ipilimumabem. Median OS nebyl dosa-
Zen v zadné skupiné. Cetnost lé¢ebnych
odpovédi doséhla 33,7 a 32,9 % u pem-
brolizumabu a 11,9 % u ipilimumabu.
Z toho CR byly u 5,0, 6,1 a 1,4 %. Pfe-
vazujicimi NU byly opét Gnava, prajmy
a kozni toxicita. Studie prokazala, ze
pembrolizumab je schopny prodlouzit
PFSiOS a ze ma nizsi toxicitu nezipilimu-
mab [23]. Stejné jako u nivolumabu byla
i u pembrolizumabu porovnavéna jeho
ucinnost s chemoterapii. Prvni vysledky
studie KEYNOTE-002 byly publikovany
v ¢ervnu letosniho roku. Do studie bylo
zafazeno 540 pacientl s metastazujicim
melanomem, u kterych selhala pred-
chozi lé¢ba ipilimumabem a v pfipadé
pozitivity BRAF mutace i Ié¢ba BRAF in-
hibitory. Nemocni byli randomizovani
do tfi ramen, pembrolizumab v davce
2mg/kg nebo 10mg/kg kazdé tfi tydny
a dale chemoterapie podle zvazeni oset-
fujiciho Iékare. Hlavnimi stratifika¢nimi
kritérii byl celkovy stav pacienta, hod-
nota LDH a stav BRAF mutace. V sou-
¢asné dobé byl jiz uzavien nabor
pacientll do studie, ale pokracuje sle-
dovani i pfipadnd aplikace 1é¢by. Pred-
bézné vysledky ukazuji, ze PFS bylo
u nemocnych léc¢enych pembrolizuma-
bem proti chemoterapii vyznamné zlep-
seno, jak pfi davce 2mg/kg (HR 0,57;
95% Cl 0,45-0,73; p < 0,0001), tak pfi
davce 10mg/kg (95% Cl 0,50, 0,39-0,64;
p < 0,0001). Byla téZ potvrzena nizsi toxi-
cita proti chemoterapii a nebyly zazna-
menany zadné neocekavané NU [24].

Nivolumab i pembrolizumab jsou
uc¢inné monoklondlni protilatky proti
PD-1 receptoru vyvolavajici vyssi Cet-
nost lé¢ebnych odpovédi nez inhibice
CTLA-4 a mensi toxicitu. Obé jsou v sou-
¢asné dobé schvaleny FDA i EMA pro
|é¢bu metastazujiciho melanomu.

Kombinovana imunoterapie

Inhibice CTLA-4 se projevuje pfevazné
v ¢asnych stadiich aktivace T lymfocyt(,
inhibice PD-1 ovliviiuje T lymfocyty ze-
jména v efektorové fazi, v mikropro-
stredi nadoru. Rozdilnost oblasti pl-
sobeni téchto MoAb naznacuje jejich

mozné komplementarni Gcinky. Prvni
klinicky experiment s kombinaci ipilimu-
mabu a nivolumabu v 1é¢bé melanomu
probéhl jiz v roce 2009, kdy se ové-
fovaly rizné davky obou preparatd.
Z 53 tehdy lécenych pacientl byla po-
zorovana CR u péti a PR u 16 nemoc-
nych. Pfekvapujici byla rychla [écebna
odpovéd se zmensenim nadorovych
mas o > 80 % i dlouhd doba trvéni od-
povédi [25]. Na zakladé téchto vysledkl
pak byly naprojektovany dalsi studie
faze Il s kombinaci nivolumab a ipilimu-
mab. Velmi slibné vysledky pfinesla stu-
die Checkmate 067, v které byla porov-
navdna uc¢innost kombinované lécby
nivolumab + ipilimumab proti mono-
terapii nivolumabem a monoterapii ipi-
limumabem. Do studie bylo zafazeno
945 dosud nelécenych pacientl s me-
tastazujicim melanomem. Medidn PFS
pfi kombinaci nivolumab + ipilimu-
mab dosahl 11,5 mésice proti 2,9 mé-
sice u monoterapie ipilimumabem
(HR 0,42) a 6,9 mésice pfi monotera-
pii nivolumabem (HR 0,57). Pacienti,
ktefi méli pozitivni expresi ligandu
PD-L1 na nadorovych bunkach, méli
median PFS 14 mésicd jak u kombino-
vané |é¢by, tak pfi monoterapii nivo-
lumabem, pfi monoterapii ipilimuma-
bem byl u téchto nemocnych median
PFS 3,9 mésice. Trochu prekvapivé bylo
u pacientll s nadory PD-L1 negativnimi
[écenymi kombinaci nivolumab + ipi-
limumab delsi PFS - 11,2 mésice proti
pouze 5,3 mésice pfi monoterapii nivo-
lumabem. Vysledky naznacuji, ze kom-
binovana Iéc¢ba je vyznamné ucinnégjsi
proti monoterapii anti-CTLA-4 i proti
monoterapii anti-PD-1. Vy33i je ale také
toxicita, NU stupné 3-4 byly pozorovany
u 55 % nemocnych lécenych kombinaci
nivolumab + ipilimumab, u 16,3 % |é-
¢enych nivolumabem a u 27,3 % léce-
nych ipilimumabem. Na hodnoceni OS
je zatim pfilis brzy, prvni data budou do-
stupna pravdépodobné v pribéhu pris-
titho roku [26]. Také dalsi studie pub-
likovana v letoSnim roce porovndvala
uc¢innost kombinované |é¢by ipilimu-
mab + nivolumab proti monoterapii
ipilimumabem. Randomizovano bylo
142 nemocnych s dosud nelécenym
metastazujicim melanomem se zna-
mym stavem BRAF mutace. Primarnim
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Graf 1. Pokles hodnoty S100 proteinu pfi CR melanomu po 1é¢bé ipilimumabem.

CR trva jiz tfi roky.
CR - kompletni remise

cilem studie byla ¢etnost lécebnych od-
povédi u BRAF negativnich pacient(.
K ORR doslo u 61 % nemocnych léce-
nych kombinaci a u 22 % byla pozoro-
vana CR onemocnéni. U pacient(l l1éce-
nych monoterapii ipilimumabem bylo
dosazeno 11 % ORR a u zadného ne-
mocného nedoslo k CR. Ve skupiné
s kombinovanou lé¢bou nebylo zatim
dosazeno medianu PFS, u pacientu lé-
c¢enych ipilimumabem byl 4,4 mésice.
V zadné skupiné nebylo dosazeno me-
didnu doby trvani RR. Podobné vysledky
byly pozorovény i u nemocnych s pozi-
tivni BRAF mutaci, nezda se tedy, ze by
BRAF mutace ovliviovala u¢innost imu-
noterapie. Neobjevily se Zadné neoce-
kavané NU lé¢by, stupen 3—-4 byl popséan
u 54 % pacientl ve skupiné s kombi-
naci a u 24 % nemocnych lécenych ipili-
mumabem. ORR i PFS jsou signifikantné
vy$si u nemocnych lé¢enych kombi-
naci nivolumab + ipilimumab proti mo-
noterapii ipilimumabem a i pres vy3si
toxicitu je 1é¢bu mozné povazovat za
bezpecnou [27]. Kombinovanou imu-
noterapii vyuzivajici inhibice dvou vy-
znamnych kontrolnich bod0 imunity
CTLA-4 a PD-1 tak mUZeme povazovat za
velmi perspektivni a u¢innou lé¢bu, jejiz
vyuziti v klinické praxi je jisté netrpélivé
ocekavéno.

V soucasné dobé je ale u melanomu
komercné dostupny pouze ipilimumab,
nyni jiz v 1. i 2. linii [é¢by inoperabil-
niho metastazujiciho melanomu a velmi
brzy budou pravdépodobné dostupné
téZ anti-PD-1 protilatky pembrolizumab
a nivolumab, u kterych ale zatim ne-

jsou zndma indika¢ni omezeni Ghrady
vCR.

Biomarkery lécebné odpovédi

na imunoterapii

Biomarkery jsou biologické molekuly,
které mGzeme identifikovat ve tka-
nich, v krvi nebo v jinych télnich tekuti-
nach jako indikatory néjaké klinicky vy-
znamné situace. Vyuzivaji se pro urceni
presnéjsi diagnézy a prognézy onemoc-
néni, odhadu pravdépodobné doby OS,
urceni ucinnosti lé¢by nebo pro kontrolu
jejiho prabéhu. Biomarkery mizeme roz-
délovat na diagnostické, prognostické,
zastupné a prediktivni. Za diagnostické
biomarkery u melanomu jsou pova-
zovany zejména tkanové biomarkery,
jako je S100 protein, HMB 45 nebo
Melan A. Prognostické biomarkery ko-
reluji s pfirozenym pribéhem, progresi
nebo agresivitou onemocnéni. Mohou
ukazovat na riziko recidivy i naznaco-
vat pravdépodobnou dobu OS. Vyuzivaji
se, mimo jiné, pro stratifikaci pacientt
v klinickych studiich. U melanomu jsou
za nejvyznamnéjsi povazovany tloustka
nadoru vmm (Breslow), pfitomnost ul-
cerace a hodnota laktatdehydroge-
nazy (LDH) v séru. Zastupné biomarkery
mohou byt vyuzivany pro sledovani
ucinnosti 1é¢by, u melanomu mlizeme
v nékterych pfipadech povaZovat za z4-
stupny biomarker hladinu S100 proteinu
v séru (graf 1). Vyznam prediktivnich
biomarker( spociva v ur¢ovani odpo-
védi na danou lécbu. Idedini je jejich
znalost a dostupnost jesté pred zahdje-
nim |écby, protoze urcuji, nakolik bude

zvolend léc¢ba ucinnd. Typickym pfikla-
dem je vysetfeni BRAF mutace u mela-
nomu. Pozitivita BRAF mutace oznacuje
nemocné, ktefi budou profitovat z |é¢by
BRAF inhibitory, a naopak - pokud neni
BRAF mutace v nadoru prokazana, vime,
Ze |é¢ba BRAF inhibitory nebude ucinna
a nema smysl ji podavat. Stav BRAF mu-
tace ale neovliviuje G¢innost imunote-
rapie. VSechny dosavadni prace ukazuji,
Ze na imunoterapii odpovidaji bez vy-
znamného rozdilu pacienti BRAF pozi-
tivni i negativni.

Existuji tedy prediktivni markery |é-
¢ebné odpovédi na imunoterapii?

V soucasné dobé probihd na tomto
poli intenzivni vyzkum, protoze dosud
nebyla objevena jednozna¢na imuno-
logickd nebo nadorova charakteristika,
ktera by byla schopna determinovat od-
povéd na imunologickou lé¢bu. Byla ale
popsana fada zmén v rdznych imunolo-
gickych markerech, které jsou pozoro-
véany v pribéhuimunoterapie a jsou spo-
jeny s uc¢innéjsi kontrolou onemocnéni
i zlepsenim OS. V roce 2006 byly publi-
kovény vysledky studie sledujici NU ad-
juvantné podavaného INF-a u pacientd
s pokrocilym melanomem. Na sou-
boru 200 [é¢enych pacientl bylo pro-
kazano, ze vznik autoimunitnich reakci
v pribéhu podavani INF-a je spojen se
statisticky vyznamnym prodlouzenim
RFS (relaps-free survival) i OS [28]. Nej-
¢astéji pozorovanymi projevy byly au-
toimunni thyreoiditida a vitiligo. Bohu-
Zel ale dosud nejsme schopni jesté pred
zahdjenim lé¢by INF-a zjistit, u kterého
pacienta vyvold lIé¢ba vznik autoimunity,
nejednd se tedy o prediktivni, ale pouze
o zastupny ¢i prognosticky biomarker.

Imunoterapie metastazujictho me-
lanomu inhibitory CTLA-4 vyvolava
15-20 % ORR. Kontrola onemocnéni se
stabilizaci choroby byva popisovéana pfi-
blizné u 30 % pacientl. Snaha zvysit cet-
nost lé¢ebnych odpovédi a docilit je-
jich dlouhé doby trvani u co nejvyssiho
poctu pacientd vyzaduje objeveni tako-
vych biomarker(, které by mohly pre-
dem ur¢it |é¢ebny ucinek a soucasné
by pomohly vybrat jen ty pacienty, ktefi
budou z 1é¢by nejvice profitovat.

Stejné jako v ptipadé adjuvantni imu-
noterapie INF-a nezndme dosud jed-
noznacné prediktivni markery |écebné
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odpovédi na imunoterapii anti-CTLA-4
¢i anti-PD-1 MoAb. Za nepfiznivy pro-
gnosticky marker je mozné povazovat
elevaci LDH a CRP (C reaktivni protein)
jiz pred Ié¢bou nebo jejich zvySovani
v priibéhu lécby. Stejné tak se u nékte-
rych nemocnych spolu s progresi one-
mocnéni zvysuje hladina S100 proteinu
v séru (graf 2). Elevaci téchto biomarker(
mulzeme povazovat za znamku vys3si
zadvaznosti nebo progrese onemoc-
néni, jedna se ale o prognostické ¢i za-
stupné ukazatele, nem(izeme je objek-
tivné hodnotit jako prediktivni markery
[écebné odpovédi. Nadéjné se zdalo
hodnoceni absolutniho poctu lymfo-
cytl v periferni krvi pfed a v pribéhu
[é¢by ipilimumabem [29]. Hodnoty ALC
(absolute lymphocyte count) > 1 000 pL
oznacovaly nemocné se statisticky vy-
znamné delSim OS, nez méli pacienti
s ALC < 1 000 pL, a to jak pred zahdje-
nim 1écby, tak po prvni i druhé davce
ipilimumabu. Dalsi podobné prace jiz
ale takovych jednozna¢nych vysledku
nedosahly.

Vyznamnou roli by téZ mohlo hrat mi-
kroprostfedi nddoru. ZvySend exprese
Foxp3 a IDO (indoleamine dioxygenase)
prokazand v biopsiich z nddoru pred za-
hajenim lé¢by ipilimumabem byva spo-
jena s vyssi ucinnosti |é¢by. Zda se tedy,
podobné jako bylo pozorovano pfi
|é¢bé IL-2, Ze nadory s vyraznou zanét-
livou lymfocytarni infiltraci |épe odpovi-
daji na lé¢bu ipilimumabem [30]. Na dru-
hou stranu tento nadorovy infiltrat neni
schopen sam o sobé nador zlikvido-
vat, jednim z dlvodd mUze byt, ze pre-
vazuji negativni imunitni regulacni fak-
tory v disledku chronicky probihajiciho
zanétu.

Exprese PD-L1 nadorem je vyznamny,
ale presto zatim ne zcela dostatecny pre-
diktivni biomarker odpovédi na terapeu-
tickou blokadu PD-1. Nadory exprimujici
receptor PD-L1 odpovidaji na l1é¢bu ¢as-
t&ji, ale odpovédi je mozné pozorovat
i u PD-L1 negativnich néddord. Nevyho-
dou je také omezena moznost vysetieni
exprese PD-L1 nadorem, napf. pfi biop-
tické nedostupnosti metastaz a dale he-
terogenni exprese PD-L1, ktera se kromé
nadorovych bunék nachazi také na infil-
trujicich lymfocytech, monocytech nebo
makrofagach.

4,2
3,4 1
2,54
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0,8 1
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Graf 2. Vzestup hladiny S100 proteinu korelujici s progresi melanomu.

Identifikace biomarkerd oznacujicich
subpopulace pacientd nebo nadord,
které budou odpovidat na imunoterapii,
je zésadni jak pro pochopeni mechani-
zmu Ucinku imunoterapie, tak pro vyvoj
novych imunoterapeutickych kombinaci.
U¢innost inhibitord CTLA-4 a PD-1 kolisa
mezi rlznymi typy nador( i u jednotli-
vych pacient(i a odhadnout pfedem od-
povéd je obtizné. Probihd intenzivni vy-
zkum, ale stale nenf jasné, jaké metody
pro hodnoceni interakce imunitniho sys-
tému a nadoru pouzit, jak méfit imunitni
odpovéd nebo které buriky mizeme po-
vazovat pro lé¢ebnou odpovéd za nejvy-
znamnéjsi, zda CD3*, CD4*, CD8*, Tregs,
MDSC, nebo napt. pomér CD8*/FoxP3?
Nevime presné, jak odpovéd méfit, pro-
toZe interpretace jednotlivych vysetio-
vacich metod je velmi obtiznd. Neni také
stéle jasné, zda bude stacit jeden bio-
marker, nebo jich bude potieba vice.
Odpovédi na tyto otdzky musi pfinést az
dalSi klinické studie.

Zaver

Pokrok v pochopeni role imunitniho
systému pfi vzniku a progresi nadora
a identifikace vyznamnych kontrolnich
bod( imunity znamenaly necekany roz-
voj imunoterapie jako velmi uc¢inné lé-
¢ebné metody u fady nadord vcetné
melanomu. Pacienti s metastazujicim
melanomem, jejichz pravdépodobna
doba OS se pohybovala na udrovni
tydnl nebo nékolika mésicl, maji nyni
diky imunoterapii Sanci na dlouho-
dobé OS. Zavedeni anti-PD-1 protila-
tek a jejich kombinace s anti-CTLA-4 vy-
znamné prohlubuje 1é¢ebné odpovédi,
zvysuje jejich cetnost a navozuje dlou-

hou dobu jejich trvani. Zvysena ucin-
nost kombinované |écby je provazena
také vyssi toxicitou, ktera je ale pfi dodr-
zovani zékladnich zasad lé¢by NU imu-
noterapie dobfe a bez nasledkl zvlad-
nutelnd. Stéle vsak zUstdvd mnoho
dalsich Ukolu. Jednim z nich je moznost
vyuziti imunoterapie v adjuvantni lé¢bé
pokrocilého, vysoce rizikového mela-
nomu. Prvni vysledky studie EORTC
18071 naznacuji, ze ipilimumab proti
placebu vyznamné prodluzuje RFS
u pacientl po operaci melanomu sta-
dia Ill. Median RFS byl 26,1 mésice pfi
[é¢bé ipilimumabem proti 17,1 mésice
ve skupiné s placebem (HR 0,75; 95% Cl
0,64-0,90; p = 0,0013). V nasledujicim
obdobi se ocekdvaji vysledky hodno-
ceni DMFS (distant metastasis free sur-
vival) a OS [31]. ZvySena toxicita (u 52 %
nemocnych byla ukonéena lé¢ba pred-
¢asné pro NU) byla nejspie zptsobena
pouzitym davkovanim 10mg/kg. Pro
budouci adjuvantni studie bude jisté
nutné zvazit davku ipilimumabu
i vzhledem k tomu, Ze v soucasné dobé
se v |é¢bé metastazujictho melanomu
pouzivd davka 3mg/kg. Mezi dalsi
ukoly, které je nutné vyfresit, patfi nale-
zeni prediktivnich biomarker( 1écebné
odpovédi ¢i ovéreni riznych moznosti
kombinace imunoterapie s cilenou léc¢-
bou BRAF a MEK inhibitory, cytokiny
nebo chemoterapii.
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PREHLED

Imunoterapie renalniho karcinomu

Immunotherapy for Renal Cell Carcinoma

BuchlerT.

Onkologickéd klinika 1. LF UK a Thomayerova nemocnice, Praha

Souhrn

Vychodiska: Rendlni karcinom je charakteristicky chemo- a radiorezistenci. V poslednim de-
setileti se v systémové 1é¢bé rendlniho karcinomu uplatnily léky zamérené proti angiogenezi
aintracelularni signalizaci. Cil: Poskytnout pfehled vyvoje imunoterapie u rendiniho karcinomu
s ddrazem na posledni publikované vysledky, jichz bylo dosazeno s novou generaci imuno-
logickych 1ékd. Zdvér: Jiz dlouho je zndmo, Zze u malého poctu pacientd mdze nespecificka
imunoterapie vést k dlouhodobé kompletni remisi. Pokroky v imunologii vedly k obnovenému
zajmu o vyuziti protinddorové imunoterapie v [é¢bé metastatického renélniho karcinomu.
Nejlepsich vysledkl ve studiich faze | a Il dosahuji monoklonalni protilatky proti receptoru
PD-1 a jeho ligandu. Studie srovnavajici imunoterapii se standardni cilenou Iécbou probihaji.

Klicova slova
renélni karcinom — imunologie - imunoterapie

Summary

Background: Renal cell carcinoma is characterised by chemo- and radioresistance. Although
drugs targeting angiogenesis and intracellular signaling have become the mainstay of systemic
therapy for renal cell carcinoma in the last decade, latest immunotherapeutic approaches have
achieved promising results. Aim: To review the development of immunotherapy for renal cell
carcinoma, especially the results of published studies using novel immunotherapeutic agents
including checkpoint inhibitors. Results: It has long been known that nonspecificimmunother-
apy may result in long term complete remission in a small number of patients. Advances in
immunology have led to the renewal of interest in the use of anticancer immunotherapy for
metastatic renal cell carcinoma. Promising results in phase | and Il studies have been achieved
using monoclonal antibodies against PD-1 receptor and its ligand. Studies comparing immu-
notherapy to standard targeted therapies are ongoing.
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renal cell carcinoma - immunology - immunotherapy
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IMUNOTERAPIE RENALNIHO KARCINOMU

Uvod

Karcinom ledvin (renal cell carcinoma -
RCC) tvofi asi 2-3 % vsech malignich na-
dor(l v dospélosti. V roce 2012 byla inci-
dence néadoru ledviny 28,9 a mortalita
10,5 pfipadu na 100 000 obyvatel [1,2].
Incidence RCC v CR je z neznamych dii-
vodU nejvyssi na svété. Histologicky se
ve vétsiné pfipadl jedna o adenokarci-
nom, jehoz nej¢astéjSim podtypem je
svétlobunécény adenokarcinom.

V patogenezi sporadickych RCC hraje
vyznamnou roli snizeni exprese nebo
funkce proteinu Von-Hippel Lindau
(VHL), které jsou zplisobené inaktivacni
mutaci nebo hypermetylaci jeho pro-
motoru. Dysfunkci VHL Ize nalézt u 83 %
vsech pfipadd RCC a u 88 % pfipadu
svétlobunééného RCC.

VHL se podili na bunécné a tkarnové
reakci na hypoxii. Za normalnich pod-
minek pfi dostatku kysliku je VHL sou-
casti komplexu degradujiciho HIF-a (hy-
poxia-inducible factor-a). Jeho mutace
vede k nadmérné pfitomnosti HIF-a
a podobnym metabolickym zménam,
k jakym dochazi béhem hypoxie. Vysled-
kem je vysoce vaskularizovany nador,
stimulace invazivniho rUstu a metasta-
zovani. Zaroven dochazi k expresi mole-
kul, které Ize vyuzit v imunoterapii jako
antigen asociovany s nadorem, napf.
karboanhydrazy IX (CA IX) (obr. 1).

Cast z téchto nasledkd zvydené ex-
prese HIF-a je zprostfedkovéna moleku-
lou VEGF (vascular endothelial growth
factor) pres jeji receptor na povrchu na-
dorovych bunék a bunék vaskulatury
(endotelovych bunék a pericytll). Méné
je zndmo, Ze VEGF hraje i roli v imunolo-
gickych procesech (tab. 1) [3,4]. Inhibi-
tory drahy VEGF pUsobi jednak na nado-

rové bunky (stimuluji apoptézu a brani
jejich proliferaci), jednak na bunky mik-
roprostiedi nadoru (inhibice nddorové
angiogeneze).

Podil imunitniho systému na jejich 1é-
cebném efektu ovsem nelze vyloucit
vzhledem k imunosupresivni aktivité VEGF.

Druhym hlavnim cilem biologické
lé¢by metastatického RCC (mRCC) je
proteinova kinaza mTOR (mammalian
target of rapamycin), dllezitd soucast
mnoha metabolickych a signélnich drah.
mTOR hraje také roli v imunité a inhibi-
tory mTOR byly pivodné vyvinuty k pre-
venci odvrhnuti Stépu pfi orgdnovych
transplantacich. Inhibice signalizace
mTOR zvysuje aktivitu protinadorovych
pamétovych lymfocyt(, ale zaroven i ak-
tivitu reqgulacnich T lymfocytd [5]. Zatim
neni zndmo, nakolik se imunologické
procesy podileji na protinddorovém
efektu inhibitord mTOR.

Metody

Vyhledavani v PubMed bylo provedeno
pomoci klicovych slov immunotherapy
AND (renal cell carcinoma). Dalsi odkazy
na zdrojové publikace byly ziskany pro-
hlédnutim referenci relevantnich pavod-
nich a prehledovych ¢lankd. Odkazy na
prace prezentované na odbornych sym-
poziich ASCO (American Society of Medi-
cal Oncology) a ESMO (European Society
for Medical Oncology) byly ziskany z da-
tabazi Google Scholar a ASCO Abstracts.

Vysledky a diskuze

Nespecifické

imunoterapeutické postupy
Spontdnni regrese rendlniho karcinomu
Spontanni regrese metastaz RCC je ra-
ritni jev, ktery je nicméné dobre zdoku-

ztrata funkce VHL

|

akumulace HIF-1 a HIF-2

Y /

{

Y /

. .. stabilizace it exprese
angiogeneze  metastazovani au'tokrlnnl antigent
endotelu stimulace 2

. spojenych

proliferace s hypoxif

VHL - Von-Hippel Lindau Protein

Obr. 1. Nasledky ztraty funkce VHL u renalniho karcinomu

mentovany v fadé publikovanych ka-
zuistik. Sponténni regrese mohou byt
nasledkem protinadorovych imunit-
nich procesu, i kdyz pfimé dlkazy chybi.
Predpoklada se, ze ke spontanni regresi
muze dojit u 1 % pfipadl mRCC, ze-
jména u nadorl svétlobunécné histo-
logie. Spontanni regrese u mRCC byvaji
dlouhodobé. Neni zndmo, zda je mozné
tyto procesy podpofit podanim cilenych
(nebo jinych) Iéka [6-8].

Lécba cytokiny

Imunoterapie cytokiny interferon a
(IFN-a) a interleukin-2 (IL-2) se v lé¢bé
mRCC pouzivala od 80. let 20. stoleti.
Zatimco nizké davky cytokind prodlu-
Zovaly pfeziti pacientll s pfiznivymi
prognostickymi faktory, nemély kura-
tivni potencidl. Terapie vysokodavko-
vanym IL-2 viak u malé ¢asti nemoc-
nych s mRCC navodila dlouhodobé
kompletni remise (,vyléeni”). Siri vy-
uziti téchto lé¢ebnych postupl v praxi
narazilo na absenci prediktivnich fak-
tord pro uspésnou lécbu a vyso-
kou morbiditu a mortalitu spojenou
s |écbou.

V dobé néstupu cilené 1é¢by proti
VEGFR a mTOR byla Ié¢ba cytokiny
v podstaté opusténa, kromé jejich indi-
kace v kombinaci s monoklonalni proti-
latkou proti VEGF bevacizumabem.

Nedostate¢ny ucinek nespecifické imu-
noterapie se nyni pfiklada pfilis Siroké
aktivaci imunitniho systému, u néhoz se
projevi, a mohou dokonce dominovat
i pronddorové imunologické mechani-
zmy jako zvyseni frekvence regula¢nich

Tab. 1. Mechanizmy, jimiz muize
VEGF pfispivat kimunodeficienci na-
vozené nadorem negativni regulace
prezentace antigent dendritickymi
bunkami [4].

Nasledky zvysené koncentrace VEGF
v nadorovém mikroprostredi

- inhibice maturace dendritickych
bunék

- indukce apoptézy CD8* T lymfocytl

- indukce aktivity T regulacnich
lymfocytl

- navozeni zmén endotelu zabranuji-
cich infiltraci nddoru lymfocyty
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Tab. 2. Vysledky studii s protilatkami proti PD-1, PD-L1 a CTLA-4 u mRCC - uvedené jsou jen studie s vy$sim poctem zafazenych
pacientli umoznujici ziskat predstavu o klinické ucinnosti terapie.

Studie Pop.ulacoe Cilova Reim chet .
pacientt molekula pacientt
S ipilimumab tdvodni davka
Yang et al, pacienti 3 ma/ka a poté 1 ma/k 61
2007 [15] piedléteni  CTLA-4 5 '%9ap =
. a 3 tydny nebo 3 mg/kg (21 + 40)
(faze 1) IL-2 N
a 3 tydny
Brahmer et al, pacienti BMS-936559 10 mg/kg
2012[16] s pokrocilym PD-L1 a 2 tydny v 6tydennim 17
(fazel) nadorem cyklu do max. 16 cykla
McDermott et al, pacienti o 69
2014 [17] spokrocilym  PD-LT \'/V‘ d"g}éiﬁ%ﬁ ;03:3"1/?(3’ (58 hodnoti-
(faze ) nadorem 9/kg telnych)
Plimack et al, palcient’i pFe.:d— nivolumab 0,3 mg/kg 59
2015[18] |é¢eni anti-
a Motzer, -VEGF |é¢bou .
2015 [14] apo <3 sys- PD-1 nivolumab 2 mg/kg 54
(randomizovana témovych .
studie faze Il) terapiich nivolumab 10 mg/kg >4
’ | nivolumab 3mg/kg + 47
ammers et a P
b ienti + ipilimumab Tmg/k
2015 [19] D PD-1 P 99
(faze], D e aCTLA4
CheckMate 016) nivolumab Tmg/kg + 47
+ ipilimumab 3mg/kg
91, ztoho
Choueiri et al, paaeE\.tl’ s nivolumab 0,3, 56 dostup-
2015 [20] pokrocilym PD-1 2 nebo 10 ma/k
(faze I) nadorem 9/Ka 18 PD-L1%,
38 PD-L1-
bevacizumab 15 mg/kg
Sznol et al, pacienti s podan v 1. cyklu D1, déle
2015 [21] pokrocilym PD-L1 podavan bevacizumab 12
(faze 1b) nadorem s MPDL3280A 20 mg/kg
a3 tydny

Celkové
preziti

Jiné vysledky/
/komentaf
ORR 10 % (6/61)
33 % pacientl
zavazna imunolo-
gicka toxicita
ORR12%

41 % pacient SD
del3i 6 mésicu
ORR 14 %
median délky
odpovédi 54 tydnt

18,5 mésice mPFS 2,7 mésice

25,5 mésice mPFS 4,0 mésice

24,8 mésice mPFS 4,2 mésice

ORR 38 %
mPFS 30,3 tydne
toxicita stupen 3-4 34 %

ORR 43 %
mPFS 36,0 tydne
toxicita stupen 3-4 64 %

1leté preziti 71 %
obé skupiny

nych biopsii: 2leté preziti 64 %

PD-L1* 48 %
PD-L1-

ORR 40 %

mRCC - metastaticky rendlni karcinom, CTLA-4 - cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4, IL-2 - interleukin-2, PD-1 -
programmed death-1, PD-L1 — programmed death-1 ligand, ORR - celkové procento odpovédi, tj. soucet celkovych a ¢aste¢nych
odpovédi, mPFS — median preziti bez progrese

T lymfocytd a snizeni frekvence cirkulu-
jicich myeloidnich a plazmocytoidnich
dendritickych bunék [9,10].

Transplantace alogennich

hematopoietickych bunék

Pro |é¢bu metastatickych solidnich na-
dorll Ize vyuzit reakci stépu proti na-
doru (graft vs. tumor effect) po alo-
genni transplantaci krvetvornych
bunék. Klinické studie byly provadény
zejména u nemocnych s melanomem
a karcinomem ledviny. Ve studii pub-

likované Carvallem et al z 19 pacientl
s mRCC po selhani cytokinové lécby
dosahli ¢tyfi nemocni kompletni re-
mise [11]. VSechny odpovédi nastaly
u pacientl se svétlobuné¢nym mRCC.
Stiedni doba do nastupu nadorové re-
grese byla pét mésict od nemyeloabla-
tivni transplantace. Pravdépodobnost
regrese nadoru bylo vy3si u nemocnych,
u nichz bylo mozné vysaditimunosupre-
sivni medikaci (cyklosporin A), a téch,
ktefi doséhli kompletniho darcovského
chimerizmu.

Imunoterapie expandovanymi lymfocyty
infiltrujicimi nddor

Lymfocyty infiltrujici nddor (tumor-in-
filtrating lymphocytes - TIL) jsou hete-
rogenni populaci. Jejich ¢ast reaguje
s nadorovymi antigeny. U RCC probéhla
dokonce randomizovana studie, v niz se
TIL ziskané z resekatu neselektivné ex-
pandovaly ex vivo pomoci IL-2 s nasled-
nou reinfuzi pacientdm. Do této studie
bylo zafazeno 178 pacientl. Nemocni
v kontrolni skupiné dostali placebovou
infuzi, v obou ranenech byl kromé toho
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aplikovan IL-2 ve stfednich davkach.
Podani TIL ovsem nezlepsilo prezivani,
ani nepfineslo zmenseni naddoru oproti
kontrolni 1é¢bé IL-2 samotnym [12]. Tato
imunoterapeutickd strategie byla tudiz
opusténa. Dnes jsme schopni populaci
TIL pfesné analyzovat a vime, ze podil
pronadoroveé plsobicich typl lymfocyt
muze byt i vyssinez podil lymfocytl pro-
tinadorovych, a mize se dokonce zvysit
expanzi ex vivo.

Nové imunoterapeutické postupy
Terapie zamérend na receptor PD-1
Programmed death-1 (PD-1) je receptor
nachazejici se na cytotoxickych T lymfo-
cytech. Jeho vazba s ligandem PD-L1 ex-
primovanym (kromé jiného) nadorovymi
burikami RCC inhibuje protinadorovou
celuldrni imunitni odpovéd. Inhibice
T lymfocytl zprostiedkovana recepto-
rem PD-1 je jednim z hlavnich mechani-
zm{ imunologického Uniku nadorovych
bunék.

U RCC byla prokazana spojitost mezi
vysokou expresi PD-L1 nddorovymi bun-
kami, pfitomnosti cirkulujicich PD-1(*)
lymfocytll a pokrocilym stadiem nadoru.
Prerudeni interakce PD-1 a PD-L1 je
mozné pomoci monoklondlnich proti-
latek proti jedné nebo druhé uvedené
molekule a jeho nasledkem je u ¢asti
pacientll obnoveni protinadorové
imunity [13].

Dosud nejvétsi studie u RCC byla pub-
likovédna v roce 2014. Pacienti s mRCC
a progresi po cilené 1é¢bé zamérené
proti VEGF (34 % z téchto pacientd bylo
piedléceno i inhibitory mTOR) dostali
v této studii faze Il nivolumab, pIné hu-
manizovanou monoklonalni protilatku
proti PD-1, ve tfech rGznych davkovych
schématech (0,3, 2 nebo 10 mg/kg intra-
veno6zné a 3 tydny). Preziti bez progrese
(progression-free survival - PFS) dosahlo
v téchto skupinach 2,7, 4,0 a 4,2 mé-
sice; celkové preziti (overall survival -
0S: 18,2, 25,5 a 24,7 mésice). OS dosahu-
jici az dva roky v této skupiné pacient(
svédci pro ucinnost této 1é¢by. Terapie
fungovala o néco Iépe v podskupiné ne-
mocnych s expresi PD-L1 nad 5 %, ktefi
tvofili asi ¢tvrtinu souboru [14].

Dalsi zajimavou molekulou je MPDL-
3280A, modifikovand humanni mo-
noklonalni protildtka typu IgG1 proti

PD-L1 s odstranénou funkci Fc domény.
Tato molekula zabranuje vazbé PD-L1 na
inhibi¢ni receptory PD-1 a CD80 (B7.1)
na aktivovanych T Ilymfocytech.
MPDL3280A se zkousi i v kombinaci
s bevacizumabem. Prehled téchto a dal-
Sich publikovanych nebo prezentova-
nych vysledkd studii faze | a Il je uveden
v tab. 2.

Zcela novou informaci z Cervence
2015 je skutecnost, ze studie faze llI
CheckMate 025 srovnavajici nivolumab
s everolimem u nemocnych s progresi
na lé¢bé anti-VEGF preparaty byla pred-
Casné zastavena, protoze pacienti léceni
nivolumabem (3 mg/kg) méli lepsi OS
nez pacienti léCeni everolimem v kon-
trolnim rameni. Do této randomizo-
vané studie bylo zafazeno 821 pacientd.
Definitivni vysledky jesté nebyly publi-
kovany ani prezentovény na konferen-
cich, |ze vsak predpokladat, ze povedou
ke zméné standardu lé¢by mRCC.

Zda bude exprese PD-L1 prediktivnim
markerem u mRCC, je zatim otazkou.
Zatimco vysledky anti-PD-1 lécby jsou
0 néco lepsi u pacientl s PD-L1 pozitiv-
nimi nadory, prospéch z lé¢by zfejmé
maji i ostatni nemocni. Navic stanovo-
vani exprese PD-L1 je metodologicky
nedostate¢né zvladnuto - napf. u stan-
dardnich fixovanych preparatl v para-
finu dochazi k postupné degradaci to-
hoto markeru.

Protildtky proti CTLA-4
Inhibi¢ni receptor CTLA-4 (cytotoxic T-lym-
phocyte-associated protein 4) ma klico-
vou ulohu v periferni toleranci T bunék
pro antigeny asociované s nadorem. Blo-
kada CTLA-4 vede k obnoveni protinado-
rové reaktivity imunitniho systému a re-
gresi nadord u nékterych pacient.

Protilatka proti CTLA-4 ipilimumab
je zamérend zejména proti regulaénim
T lymfocytdim a jiz dnes je standardem
v terapii melanomu. U mRCC vysledky
zatim nelze hodnotit jako slibné - ve
studii faze Il dosahlo parcialni regrese
jen 10 % pacientll (6 ze 61),ale azu 33 %
nemocnych se vyskytla imunitni toxi-
cita stupnt 2-4 a dva pacienti zemfeli na
stfevni perforaci [15].

Vysoka toxicita byla zaznamenana i ve
studii kombinujici anti-PD-1 protilatku
nivolumab s ipilimumabem (tab. 2) [17].

Protinddorové vakciny

Ve studii faze Il byla provadéna aktivni
imunizace pomoci dendritickych bunék
nalozenych mRNA amplifikovanou
z nadoru pacienta (prepardt nazvany
AGS-003). Vakcina byla podavéna sou-
bézné s TKI sunitinibem. U 21 pacient(
bylo dosazeno medianu PFS 11,2 mé-
sice a medidnu OS 30,2 mésice, coz
pfevysuje vysledky obvykle dosaho-
vané se samotnym sunitinibem. Akti-
vita AGS-003-specifickych cytotoxic-
kych T lymfocytl korelovala s lepsim OS.
Toxicita vakciny byla mirna - kozni reakce
v misté podani, do¢asna bolestivost lo-
kalnich lymfatickych uzlin a chfipkovité
potize [22].

Monoklondilni protildtky

proti antigenlim asociovanych s nadorem

Girentuximab je chimérickd monoklo-
nalni protilatka typu IgG1 proti CA IX,
molekule spojené s hypoxii nebo také
s dysregulaci hypoxickych drah, k niz
dochézi u RCC. Ve studii faze lll na-
zvané ARISER zkoumali Belldegrun et
al adjuvantni lé¢bu girentuximabem
u pacientll s vysoce rizikovym, kom-
pletné resekovanym RCC. Efekt |é¢by gi-
rentuximabem nebyl prokdzan u viech
pacientd, ale zjistilo se, Ze se stoupajici
antigenovou denzitou CA IX se ti¢innost
adjuvantni terapie touto molekulou zvy-
Suje. U nemocnych s vysokou expresi CA
IX (asi 17-33 % pacientl s RCC podle rliz-
nych kritérii a véku) méla [é¢ba klinicky
i statisticky vyznamny ucinek s pro-
dlouzenim doby do relapsu z 51 mé-
sicd v ramenu s placebem na 74 mésicu
v ramenu s aktivni [é¢bou. Pokud se vy-
sledky potvrdi, pljde o prvni Uspésnou
systémovou lécbu snizujici riziko reku-
rence RCC alespon u ¢asti pacientt [23].

Zaveér

RCC je povaZzovany za nador dobfte ovliv-
nitelny imunoterapii. Podileji se na tom
zejména zmény imunofenotypu nado-
rovych bunék nasledkem charakteris-
tickych mutaci v drahach souvisejicich
s bunécnou reakci na hypoxii. Nespeci-
ficka imunoterapie cytokiny vede u RCC
jen k mirnému prodlouzeni doby pre-
Ziti nemocnych. Hlavni nadéje se nyni
upiraji k novym typlm imunoterapeu-
tické 1é¢by, zejména protildtkdam proti
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PD-1 a PD-L1. Podle predbéznych vy-
sledkd klinické studie by se v blizké bu-
doucnosti mohla stat jedna z téchto mo-
lekul, nivolumab, novym standardem
terapie 2. linie. Probihaji dalsi studie
srovnavajici imunoterapie se standardni
cilenou lé¢bou u mRCC.
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PREHLED

Vyznam imunitniho systému a moznosti
imunoterapie u karcinomu prostaty

Role of the Immune System and Possibilities of Immunotherapy

in Prostate Cancer

Kubackova K.

Onkologickd klinika 2. LF UKa FN v Motole, Praha

Souhrn

Imunoterapie je v poslednich letech diky novym znalostem v oblasti nddorové imunity soucésti
intenzivniho vyzkumu jako mozné dalsi strategie protinadorové 1écby. Sipuleucel-T je prvnim
a zatim jedinym lécivym pfipravkem imunitni terapie schvéleny regula¢nimi lékovymi agentu-
rami v USA a v Evropé pro Ié¢bu asymptomatického ¢i minimalné symptomatického genera-
lizovaného kastracné-refrakterniho karcinomu prostaty. Jedna se o prvni pfipravek autologni
bunécné terapie. Tento ¢lanek déle podava stru¢ny prehled novych pristupl protinddorové
imunoterapie v klinickém vyvoji.

Klicova slova
karcinom prostaty — nadorové imunita — imunoterapie — nddorové vakciny

Summary

In recent years, thanks to new advances in tumor immunology, immunotherapy became
a part of intensive research as a novel strategy in cancer treatment. Sipuleucel-T is the first
and only medicinal product approved by the regulatory agencies in the USA and Europe for
the treatment of asymptomatic or minimal symptomatic castrate-refractory prostate cancer.
It represents the first product of autologous cell therapy. This article gives a brief overview of
new approaches in cancer immunotherapy in clinical development.
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prostate cancer — cancer immunity — immunotherapy - anticancer vaccines
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VYZNAM IMUNITNIHO SYSTEMU A MOZNOSTI IMUNOTERAPIE U KARCINOMU PROSTATY

Vychodiska

Historie protinddorové imunoterapie za-
Cala pred témér 150 lety. Mlady americky
chirurg Wiliam Coley na zdkladé pozoro-
vani spontanni regrese sarkomul u ne-
mocnych s komplikujicim erysipelem
aplikoval intratumordzné Zivé ¢i inakti-
vované kmeny Streptococcus pyogenes
a Serratia marcescens s cilem aktivace
imunitniho systému stimulaci zanétli-
vych procest vedoucich k destrukci na-
dorovych bunék. Tento pfistup byl zahy
opustén ve vife v efektivnéjsi chirurgic-
kou lé¢bu a chemoterapii. Intravezikalni
aplikace kmene Calmette-Guérin u su-
perficialniho karcinomu mocového mé-
chyfe byla jedinou vyjimkou klinické ak-
tivni imunoterapie.

Lidskd imunita je velmi dynamicky
a flexibilni systém. Komunikaci nadoru
a imunity mGzeme rozdélit do tfech
fazi: eliminace, equlibrium (rovnovaha
mezi imunitnim systémem a nadorem)
a escape (Unik pozornosti imunitniho
systému). Eliminace je stav, kdy imunitni
systém rozeznd nadorovou bunku jako
cizi organizmus a je ji schopen elimino-
vat. Tento proces je zajistén prezentaci
nadorovych antigend na povrchu pod-
skupiny bilych krvinek — antigen-prezen-
tujicich bunék (antigen presenting cells -
APC) [1]. Nadorové antigeny mohou
byt specifické pro tumory, ale nékteré
se vyskytuji i za fyziologickych podmi-
nek, coz mlze predstavovat prekazku
v bunécné terapii, kdy se imunitni systém
obrati proti vlastnim zdravym struktu-
ram. Nezralé APC vychytévaji v pribéhu
své aktivace nddorové antigeny a prezen-
tuji je pomoci MHC (major histocompa-
bility complex) molekul na svém povrchu
spole¢né s dalsimi kostimula¢nimi mole-
kulami, které napomahaiji aktivaci cytoto-
xickych T lymfocyt(. Nejicinnéjsimi APC
jsou dendritické buriky. Imunitni systém
muze byt aktivovéan i diky molekuldm
zvanym damage-associated molecular
patterns — DAMP [2]. Tyto molekuly jsou
uvolfiovany ¢i prezentovany na bunéc-
ném povrchu bunkami umirajicimi, pod-
Iéhajicimi stresu ¢i buikami poskoze-
nymi. Apoptotické bunky v dusledku
protinadorové |écby, jako je chemote-
rapie a radioterapie, predstavuji také
zdroje DAMP vedouci k odpovédi imu-
nitniho systému zpUsobujici tzv. imuno-

genni buné¢nou smrt. Dllezitym fakto-
rem pro udrzeni rovnovahy imunitniho
systému jsou kontrolni mechanizmy fun-
gujici podobné jako brzda u auta, zabra-
nujici hyperaktivité a reakci proti vlast-
nimu organizmu. CTLA-4 predstavuje
jednu z molekul zapojenych do téchto
mechanizm{, jejiz aktivace v kontextu
eliminace nédoru je nezadouci, a v sou-
¢asné dobé mame moznosti, jak ji elimi-
novat (ipilimumab, tremelimumab) [3].
PD-1 (programmed death) je dalsi nega-
tivni regulator imunitni odpovédi, ktery
po vazbé na svij ligand (PD-L1 ¢i PD-L2)
utlumuje a vypinad imunitni odpovéd.
PD-L1 a PD-L2 se objevuji v misté zanét-
livé reakce a pfispivaji k periferni tole-
ranci vlastnich tkéni. Tento mechanizmus
ochrany pred imunitnim atakem je vyu-
zivan i nadory a ukazuje se, Ze nékteré
nadory exprimujici PD-L1 maji horsi pro-
gnoézu neznadory bez PD-L1 exprese. Blo-
kadou PD-1 anti-PD-1 protilatkami (nivo-
lumumab, MK-3475) Ize umoznit delsi
a silnéjsi protinadorovou odpovéd [4,5].

V urcité fazi rlstu nadoru dochézi
k jisté rovnovaze mezi procesy elimi-
nace a nadorového ristu - equilibrium.
Pti selhani obrannych mechanizm na-
dory unikaji (escape) kontrole. Mluvime
o tzv. teorii tii E [6].

Dalsim pfistupem aktivace imunitniho
systému muze byt eliminace supresoro-
vych T regulacnich lymfocytl (Treg), je-
jichz zakladni funkci je zabranit vzniku
autoimunnich onemocnéni, ale jejich
pfitomnost u nadorovych procesu je
nezadouci, jelikoz tlumi protinddorové
imunitni mechanizmy [71.V experimentu
se pouzivaji k jejich eliminaci protilatky
k jejich povrchovému znaku CD 25, v kli-
nickych podminkach se k jejich eliminaci
uplatnuji nizké davky cyklofosfamidu
(metronomické podéni). Bylo proka-
zano, Zze nador stimuluje rizné zanétlivé
mechnizmy (STA-3, NF-kB, cytokiny -
IL-6, IL-17,1L-23, TNF-q), jejichz inhibici by
bylo mozné antagonizovat progresi na-
doru i zvysit aktivitu imunitniho systému.

Misto imunoterapie v Iécbé
karcinomu prostaty

Androgeny jsou hlavnim rdstovym fak-
torem pro karcinom prostaty. Proto také
hormondlni manipulace u generalizova-
ného onemocnéni predstavuje ve formé

blokady androgennich receptor( a kast-
ra¢niho pfistupu 1. linii terapeutického
pfistupu. Touto Ié¢bou jsme schopni
drzet nemoc po kontrolou v priméru
3-4 roky. U nemocnych, kde tento pfi-
stup selhal kastra¢né-refrakterni karci-
nom prostaty, je median prezivani kolem
2 let. V poslednich letech se moznosti
lécby choroby v tomto stadiu znacné
rozsifily. Byly registrovany dva nové blo-
katory adrogennich receptor(l - abireta-
ron a enzulatamid a nové cytostatikum
kabazitaxel pro 1é¢bu nemocnych pred-
IéCenych docetaxelem a radium-223 pro
nemocné se symptomatickymi kostnimi
metastazami a pfipravek imunoterapie
sipuleucel-T.

Sipuleucel-T je prvnim lé¢ivym pfi-
pravkem autologni bunéc¢né imunotera-
pie, ktery byl schvalen lékovymi regulac-
nimi agenturami pro lé¢bu nemocnych
s asymptomatickou ¢i minimalné symp-
tomatickou kastracné-refrakterni choro-
bou. Je pfikladem vskutku personalizo-
vané mediciny. Vyradbi se z autolognich,
télu vlastnich monocytd, které jsou zis-
kavény z periferni krve leukoferézou, dale
jsou tyto bunky kultivované ex vivo s fuz-
nim proteinem prostatické kyselé fosfa-
tazy (acid phosphatase — ACP) a rlisto-
vym faktorem - cytokinem pro monocyty
(granulocyte-monocyte colony stimulat-
ing factor - GM-CSF) [8]. Béhem tohoto
procesu dochdzi k aktivaci APC a poté je
tento produkt aplikovdn nemocnym ve
tfech podanich ve formé podkozni in-
jekce s dvoutydennim intervalem. Cilem
je aktivace a proliferace antigen specific-
kych T lymfocyta proti ACP vedouci k eli-
minaci nadorovych bunék. Sipuleucel-T
byl schvalen na zakladé vysledkd ran-
domizované studie faze Il IMPACT [9].
V této studii bylo 512 nemocnych rando-
mizovano v poméru 2 : 1 do ramene s ak-
tivni [é¢bou a kontrolou Ié¢enych pla-
cebem. Vstupnim kritériem byl vyborny
celkovy stav dle ECOG (0-1), absence vis-
cerealnich metastdz a béhem poslednich
28 dnll nesméli nemocni dostévat zad-
nou jinou protinddorovou terapii. Tato
studie splnila svij primarni cil, proka-
zala prodlouzeni celkového preZiti (over-
all survival — OS) o0 4,1 mésice. Prekvapivé
tento vysledek nebyl transformovan do
sekundarniho cile doby do progrese (pro-
gression-free survival — PFS) onemoc-
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néni. Studiové medikace byla dobfe tole-
rovana, nejc¢astéjsimi nezadoucimi ucinky
byly tfesavka, teplota, bolesti hlavy
a myalgie. Nékteré parametry imuno-
logické odpovédi (aktivace a pocet APC
a celkovy pocet jadernych bunék) signifi-
kantné korelovaly s délkou OS [10]. Lé¢ba
sipuleucelem-T byla nejucinnéjsi u ne-
mocnych se vstupnimi nizkymi hladinami
PSA, tedy u nemocnych, kde lIze pfedpo-
kladdat méné pokrocilé onemocnéni. Ab-
sence korelace dat o OS a PFS onemoc-
néni ukazuje na nevhodnost pouziti
klasickych kritérii 1é¢ebnych odpovédi
u solidnich nadord (RECIST) zalozenych
na metrickych faktorech pro hodnoceni
efektu imunoterapie, jejiz efekt mize na-
stupovat s delsi latenci. V dUsledku imu-
nitni 1écby s naslednou infiltraci tumoru
imunokompetentnimi burikami a nasled-
nému peritumordznimu otoku miize pre-
chodné dochazet i ke zvétseni nadoro-
vych [ézi ¢i se mohou manifestovat léze,
které pred lé¢bou nebyly grafickymi me-
todami identifikované. Proto jsou v sou-
¢asné dobé v klinickych studiich testo-
vana modifikovand ,immune-related”
RECIST kritéria [11]. Sipuleucel-T je indi-
kovan podle mezindrodnich [é¢ebnych
doporuceni (NCCN, EAU) pro 1. linii [é¢by
u asymptomatickych ¢i minimalné symp-
tomatickych kastracné-refrakternich ne-
mocnych. Tato terapie by méla pfedcha-
zet podani abiretaronu, ktery je podavan
v kombinaci s kortikosteroidy, a zaroven
muzZeme touto sekvencni strategii rozsi-
fit moznosti 1écby. Sipuleucel-T byl také
zkousen v ¢asnéjsich fazich choroby, u an-
drogenné dependentni choroby s dete-
kovatelnymi hladinami PSA po prosta-
tektomii. Lé¢ba neméla vliv na ¢as do
biochemického relapsu. Zarovern viak bylo
prokdzadno 48% prodlouzeni zdvojovaciho
¢asu po normalizaci hladin testosteronu.
Sipuleucel-T se zkousi také v neoad-
juvantni indikaci pred operaci. Studie
faze Il probiha s kombinaci s abiretaro-
nem a kortikosteroidy. Prvni ¢asna data
ukazuji, ze kortikoidy nemaji vliv na pa-
rametry reflektujici uc¢innost imunotera-
pie (aktivita APC, hladiny cytokin() [12].

Lécivé pripravky

v klinickém zkouseni

Ve studii faze Il byla studovéna vakcina
s rekombinantnim virem vakcinie a viru

ptacich nestovic kédujici PSA a trojici
kostimula¢nich molekul T lymfocytl
(B7-1, ICAM-1, LFA-3) [13]. Ve skupiné
nemocnych s vy$$imi hodnotami anti-
genné specifickych T lymfocytl (PSA)
byl trend k delsimu OS a poklesu Treg.
Nemocni [é¢eni vakcinou zili o 8,5 mé-
sice déle a bylo u nich dosazeno 43% re-
dukce rizika umrti v naslednych tfech le-
tech. V souc¢asné dobé probiha klinicka
studie faze lll u asymptomatickych ¢i mi-
nimalné symptomatickych nemocnych
s kastracné-refrakternim metastatickym
karcinomem.

Mechanizmus uc¢inku DNA vakcin je za-
loZzen na podavani DNA plazmid( kédu-
jicich nadorové antigeny podévané spo-
le¢né s rdstovym faktorem GM-CSF [14].
Tato |é¢ba vedla k prodlouzeni zdvojo-
vaciho polocasu a identifikaci antigenné
specifickych T lymfocyt( [15].

Vakciny cilici pouze na jeden anti-
gen mohou snadnéji podlehnout selek-
¢nim tlakdim a nadorové burky s vice
antigeny snadnéji unikaji imunitni odpo-
védi. Proto byla snaha vyvinout vakciny
s nékolika antigeny. Nejvétsi zkuSenosti
byly publikovany s vakcinou GVAC inte-
grujici dvé allogenni bunécné linie kar-
cinomu prostaty (LNCaP a PC3). Studie
faze lll byla predcasné ukoncena na za-
kladé vysledku interimové analyzy, ktera
neprokazala rozdily v primarnim cili stu-
die prodlouzeni pfezivani u nemoc-
nych v kombinaci vakciny s docetaxelem
a prednisonem u kastracné-refrakter-
nich pacient? [16].

Ipilimumab je monoklondlni proti-
latka blokujicici CTLA-4, ,brzdu” obran-
nych imunitnich mechanizm. V sou-
Casné dobé je registrovdna pro lécbu
generalizovaného melanomu. Data z kli-
nickych studii faze I/l u nemocnych
s kastracné-refrakternim karcinomem
prostaty vedla k otevieni studie faze Ill.
Studie srovnavajici OS nemocnych léce-
nych po selhdni docetaxelu radiotera-
pii v kombinaci s ipilimumabem ¢i pla-
cebem neprokazala rozdil mezi obéma
rameny. Vysledky studie zjistujici efekt
ipilimumabu u chemoterapii nepred|é-
¢enych pacientl ve srovnani s placebem
nejsou zatim k dispozici.

V soucasné dobé probiha studie faze |
v kombinaci se sipuleucelem-T.

Tremelimumab je dalsi monoklondlni
protilatka CTLA-4, jejiz klinické zkouseni
probiha ve fazi l.

Exprese PD-1 (programmed death-1)
povrchovych molekul T lymfocytl
predstavuje dalsi kontrolni inhibi¢ni
mechanizmus.

V klinickém zkouseni se nachazi né-
kolik monoklonalnich protilatek vici
PD-1 v rliznych indikacich solidnich na-
dorl. Dostupna data o kombinaci anti-
-PD-1 lé¢by s ipilimumabem nasvédcuji
moznému komplementarnimu efektu
této kombinované lécby. U nemocnych
s karcinomem prostaty je popsana vy-
razné vyssi exprese PD-1. Data z ¢asnych
fazi klinické studie zatim neprokazala
klinicky benefit tohoto terapeutického
pfistupu.

V klinické studii faze | byla zkou-
Sena protilatka OX-40 cilend na po-
vrchovou OX-40-kostimulaéni mo-
lekulu, kterd po aktivaci T lymfocytd
zvysduje prezivani a antitumorézni efekt
T lymfocytt [17,18].

Imunoterapeuticky pfipravek na bazi
dendritickych bunék DCVAC/PCa vyvi-
nuty v Ustavu imunologie 2. LF UK a FN
v Motole (Praha) testuje nyni ceska bio-
technologickd firma Sotio. Sotio spon-
zoruje Ctyfi studie faze Il v rGznych sta-
diich karcinomu prostaty. U pacient(
s hormonalné-refrakternim onemocné-
nim je pfipravek podavan v kombinaci
s chemoterapii ve fazi lll. klinického hod-
noceni, které bylo zahdjeno v roce 2014.
Vysledky se ocekavaji kolem roku 2018.
Recentné byly publikovény prvni vy-
sledky faze I/Il u nemocnych lécenych
v kombinaci s vakcinou u metastatic-
kého-kastra¢né refrakterniho karcinomu
prostaty. Median OS byl 19 mésic(, coz
bylo o 8,2 mésice déle nez prediko-
vané preziti dle Halabiho normogramu.
Kombinovana lé¢ba nebyla provazena
zadnymi zdvaznymi nezddoucimi pfi-
znaky a vedla ke sniZzeni poctu Treg
lymfocytli [19].

Zaveér

V dobé personalizované cilené terapie
je nutnosti maximalni Usili o identifikaci
biomarkr(i [é¢ebné odpovédi ¢i toxicity,
které by nam pomahaly urcit skupinu
nemocnych majicich maximalni pro-
fit z 1é¢by. Toto plati i pro imunoterapii.
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V soucasné dobé vsak pro tuto perspek-
tivni [é¢ebou strategii na rozdil od jinych
solidnich nadort (RAS mutace, HER-2 ex-
prese, BRAF mutace) nemame valido-
vané biomarkery. Imunoterapie proziva
nyni svoji renesanci a v blizké dobé se
jisté setkame s dalSimi [é¢ebnymi mole-
kulami v indikaci lé¢by karcinomu pro-
staty v rdznych stadiich onemocnéni.
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PREHLED

Dosavadni zkusenosti a perspektivy
imunoterapie bronchogenniho karcinomu

Present Experience and Perspectives of Immunotherapy

of Lung Cancer

Havel L.

Pneumologickd klinika 1. LF UK'a Thomayerova nemocnice, Praha

Souhrn

Karcinom plic je celosvétové nejcastéjsi typ maligniho procesu. Je také celosvétové nejcastéjsi
pficinou Umrti na zhoubny nador — pomér mortalita/incidence je 0,87. Trvalého vyléceni je
dnes mozné dosdhnout pouze v ranych stadiich choroby chirurgickou resekci, popfipadé radi-
kalni radioterapii. To viak pfichdzi do Uvahy pouze u asi 20 % nemocnych. Vysledky lécby loko-
regionalné pokrocilého nebo metastatického karcinomu plic zlistavaji i pres vsechny dosazené
pokroky neuspokojivé. | pres vylepseni ozafovacich technik, i pfes zavedeni novych cytostatik
a novych tfid molekularné cilenych protinddorovych Ié¢iv se dafi dosahnout dlouhodobé kont-
roly nadorového procesu jen u malé ¢asti nemocnych. Imunoterapie je Ié¢ebna modalita, ktera
pro boj s nddorem vyuziva schopnosti vlastniho imunitniho systému. V ¢lanku jsou shrnuty
autorovy 17leté zkusenosti s rGznymi typy imunoterapie. Pozornost bude vénovana velkym
studiim s protinadorovymi vakcinami START a MAGRIT, a zejména studiim z nastupujici éry
~checkpoint inhibitor(i”. Pokusime se téZ nastinit mozné nové sméry ve vyvoji imunoterapie
a jeji kombinace se stavajicimi [é¢ebnymi postupy.

Klicova slova
karcinom plic — imunoterapie - vakciny — blokatory kontrolnich bodd imunitnich reakci — pro-
tein 1 programované buné¢né smrti

Summary

Lung cancer is the most common cancer in the world. Lung cancer is also the most common
cause of death caused by cancer worldwide with fatality rate (the overall ratio of mortality to
incidence) of 0.87. Nowadays, cure can be achieved only in early disease stages using surgical
resection or radical radiotherapy. This approach can be considered only in 20% of patients.
Outcome of therapy of loco-regionally advanced or metastatic lung cancer are unsatisfactory.
Despite improvement of radiotherapy techniques, despite introduction of new cytostatics and
new targeted therapies, long-term disease control could be achieved only in minority of pa-
tients. Immunotherapy is a therapeutic approach which uses the immune system itself against
cancer. This article is a summary of the authors’ 17-year experience with different immunothe-
rapeutic agents. It will be focused on big anti-cancer vaccines trials START and MAGRIT, and
especially trials in the upcoming era of ‘checkpoint inhibitors'. Future perspectives of immuno-
therapy and its combination of recent therapeutic approaches will be considered.

Key words
lung cancer — immunotherapy - vaccines — immune checkpoint inhibitors — programmed cell
death protein 1
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Uvod

Dlouhodobé neuspokojivé vysledky
v lé¢bé plicniho karcinomu vedly ke
snaze o rozsifeni terapeutického spek-
tra o léc¢iva s novymi a doposud nevy-
uzivanymi mechanizmy tcinku. Po roce
2000 jsme byli svédky narustajici inten-
zity vyzkumu na poli imunoterapie kar-
cinomu plic. Nasledujici text je stru¢nym
prGfezem zkuSenosti s rlznymi typy
imunoterapii za poslednich 17 let, jak
probihaly na tehdejsi Plicni klinice Ne-
mocnice Na Bulovce.

Protinadorové vakciny

Vakcina¢ni pristup byl viibec prvni zkou-
$enou imunoterapeutickou modalitou.
Byla testovdna celd fada vakcin u nej-
raznéjsich stadii nemalobunécného
(non-small cell lung cancer - NSCLC)
i malobunécného plicniho karcinomu
(small-cell lung cancer — SCLC).

Studie SILVA

BEC2 je mysi IgG2b protilatka, ktera in-
dukuje antiidiotypovou odpovéd na
GD3 - glykosfingolipid overexprimo-
vany na membranach bunék SCLC. Stu-
die SILVA testovala vliv BEC2 v kombi-
naci s BCG vakcinou u limitované formy
SCLC s pfiznivou odpovédi na indukéni
chemoradioterapii. Do této studie faze lll
bylo zafazeno 515 nemocnych, z toho
258 do kontrolniho ramene a 257 do
vakcina¢niho ramene. BEC2/BCG vak-
cina byla aplikovéna intradermalné pét-
krat béhem 10 tydnd. Kontrolni rameno
bylo pouze sledovéno, placebo zde pou-
zZito nebylo. Primarniho cile studie - pro-
dlouzeni celkového preziti (overall survi-
val - OS) - dosazeno nebylo. Median OS
od randomizace byl 16,3 mésice v kont-
rolnim rameni vs. 14,3 mésice ve vakci-
na¢nim rameni (p = 0,3). Hlavnim pro-
blémem spojenym s vakcinacemi byla
lokalni kozni toxicita, kterd byla pfi-
tomna u viech nemocnych, nej¢astéji
v podobé obtizné se hojicich koznich
defektl. Dle mého soudu ji viak Ize spise
pficist na vrub BCG komponenty [1].

Studie START

Studie START je studie faze lll cilena na
inoperabilni [I1A/1IB stadium NSCLC.
Zatazeni mohli byt nemocni, ktefi méli
po indukéni chemoradioterapii stabili-

zaci nemoci nebo objektivni [é¢ebnou
odpovéd. Indukéni [é¢ba musela ob-
sahovat alespon dva cykly chemotera-
pie platinovym dubletem, davka zafeni
musela byt alespon 50 Gy. Zkoumanou
latkou byl tecemotid cileny na nadoro-
vymi burikami defektné exprimovany
mucin 1. Do studie bylo celkem zafa-
zeno 1 513 nemocnych (1 006 na tece-
motid, 507 na placebo). OS byl 25,6 vs.
22,3 mésice v placebo rameni (HR 0,88;
Cl 22,5-29,2; p = 0,123). Primarniho cile
studie tedy dosazeno nebylo. Vyznamny
rozdil v OS byl sledovan pouze u nemoc-
nych lé¢enych konkomitantni chemora-
dioterapii: 30,8 vs. 20,6 mésice (HR 0,78;
Cl0,64-0,95; p=0,016).V sekven¢nim ra-
meni rozdil v pfeZivani pozorovan nebyl:
19,4 mésice v rameni s tecemotidem vs.
24,6 mésice v kontrolni skupiné (HR 1,12;
95% Cl 0,87-1,44; p =0,38).

Prestoze studie byla v primarnim cili
OS negativni, na zakladé presvédcivého
rozdilu v celkovém pfezivani v konko-
mitantnim rameni byla napldnovéana
a aktivovana studie START 2. Ta méla
zafazovat jiz pouze nemocné lécené
konkomitantni chemoradioterapii. Tato
studie vsak byla po necelém roce trvani
na zdkladé negativnich dat ze soubézné
probihajici stejné navrzené studie ja-
ponské populaci zastavena, coz bylo pro
vsechny velké pfekvapeni [2]. Je vieo-
becné zndmo, Ze se vysledky rlznych
typl protinddorovych léceb u japonské
populace lisi od vysledk( ziskanych na
populaci kavkazské. Z toho ddvodu se
domnivém, ze zastaveni studie START 2
byla chyba. Samotna vakcinace byla
velmi dobte snasena, pocet aplikaci u né-
kolika nemocnych pfesahl 50. Extrémné
dobrou snasenlivost doklada skute¢nost,
Ze v praxi neslo absolutné rozlisit, ktery
znemocnych byl v zaslepené ¢asti studie
|é¢en placebem a ktery tecemotidem [3].

Studie MAGRIT

Studie MAGRIT byla dosud nejvétsi ce-
losvétové provedend vakcinacni studie
faze lll. Jejim cilem bylo zjistit, zda adju-
vantni podani recMAGE-A3 + AS15 imu-
noterapeutika prodluzuje prezivani bez
pfitomnosti nemoci (disease-free survi-
val - DFS) interval. Hlavnim vstupnim kri-
tériem byl radikalné resekovany karci-
nom plic IB-IlIA klinického stadia, ktery

byl MAGE-A3 pozitivni. Adjuvantni che-
moterapie byla povolena. Z celkem
13 849 screenovanych nemocnych mélo
4 210 pacienttl MAGE-A3 pozitivni vzorek
nadoru a 2 272 nemocnych bylo rando-
mizovano. Stfredni DFS byl 60,5 a 57,9 pro
vakcinované, resp. placebo (HR 1,024;
95% Cl 0,891-1,177; p = 0,7379). Vy-
sledky studie byly pro odbornou verej-
nost velkym zklamanim. Predpokladalo
se, Ze nabor pouze pfedem selektova-
nych (MAGE-A3 pozitivnich pacientd)
pfinese lepsi vysledky. Snasenlivost byla
velmi dobrd a opét bylo nemozné pro ab-
senci nezadoucich Ucinkl v praxi odlisit
pacienty lé¢ené vakcinou a placebem [4].

Studie FORTIS-M

Laktoferrin je pfirozené se vyskytu-
jici glykoprotein uplatiujici se za nor-
malnich okolnosti v metabolizmu ze-
leza. Talactoferrin alfa je rekombinantni
forma lidského laktoferinu produkovana
na kulturach Aspergillus niger. Talaktofer-
rin je po perordlnim podani transpon-
tovan v tenkém strevé do Peyerovych
plakd, kde urychluje zrdni nezralych
dendritickych bunék transportujicich
naddorové antigeny. Studie FORTIS-M
testovala, zda je u nemocnych s pokro-
¢ilym NSCLC talactoferrin alfa acinnéjsi
nez placebo, primarnim cilem bylo OS.
Zafazeni mohli byt nemocni po selhani
nejméné dvou predchozich lé¢ebnych
rezim(, 57 % nemocnych vsak bylo pred-
[é¢eno vice nez tremi liniemi [é¢by. Lécba
byla opét velmi dobfte tolerovana a v za-
slepeném designu neslo podle vyskytu
nezadoucich ucinkd nemocné lécené ta-
lactoferrinem od nemocnych v kontrol-
nim rameni.Neprokézal se ale Zddny efekt
tohoto typu imunoterapie. Stredni doba
OS byla 7,66 mésice u placeba a 7,49 mé-
sice v rameni s talaktoferrinem (HR 1,04;
95% Cl 0,873-1,24; p = 0,6602) [5].

Blokatory kontrolnich bodt
imunitnich reakci

Jednim z mechanizmd, kterym se ma-
ligni nadory snazi uniknout imunitnimu
dozoru organizmu hostitele, je navodit
imunitni toleranci a tim se stat pro imu-
nitni systém nedetekovatelnymi. Toto
provadi aktivaci signélnich drah, které
organizmy vyuzivaji za fyziologickych
podminek k regulaci intenzity imunitni
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odpovédi a k prevenci autoimunitniho
poskozeni zdravych tkani. Zde je tento
mechanizmus pouzit ve prospéch na-
doru. Spole¢nym mechanizmem ucinku
této lékové tridy je, Ze zablokovanim re-
ceptord téchto drah dojde k obnoveni
potla¢ené protinadorové imunity [6,7].

Anti-CTLA-4

Blokdda CTLA-4 s cilem zvysit protina-
dorovou odpovéd imunitniho systému
je zfejmé prvni v nasledné fadé bloka-
tort kontrolnich bod{ imunitnich reakci.
Zatim byly testovany dvé latky - ticilimu-
mab a ipilimumab.

Ticilimumab

Ticilimumab (nyni nazyvany tremeli-
mumab) byl testovan jako adjuvantni
[é¢ba u nemocnych s pokrocilym NSCLC,
ktefi neprogredovali po standardni
lé¢bé platinovym dubletem. Primar-
niho cile - prodlouzeni preziti bez pro-
grese (progression-free survival — PFS)
po tfech mésicich |é¢by - nebylo do-
sazeno. V rameni s ticilimumabem byla
zjisténa objektivni 1é¢ebnd odpovéd
u 4,8 % pacientu. Toleranci I1é¢by hodno-
tim z vlastniho sledovénijako velmi dob-
rou — nezaznamenali jsme Zadny neza-
douci ucinek typicky pro tuto lékovou
kategorii [8]. Na zakladé téchto negativ-
nich vysledkl byl vyvoj této protilatky
na nékolik rokd pozastaven. V soucasné
dobé viak byl klinicky vyvoj této mo-
lekuly obnoven. U NSCLC probiha vy-
zkum kombinace s anti-PD-L1 proti-
latkou MEDI 4736. Dale pak probihaji
klinicka zkouseni u maligniho pleural-
niho mezoteliomu.

Ipilimumab

Ipilimumab je vlbec prvni CTLA-4 inhi-
bitor zavedeny do klinické praxe v 1é¢bé
solidnich nadorl (konkrétné u malig-
niho melanomu). Cetnost vyskytu mu-
taci u epidermoidniho a malobunéc¢-
ného karcinomu, ktera se blizi frekvenci
mutaci u melanomu, byla teoretickym
zdkladem testovani ipilimumabu u kar-
cinomu plic.

CA184-156 byla dvojité zaslepena
studie faze Il testujici G¢innost ipilimu-
mabu u extenzivni formy SCLC pfi stan-
dardni chemoterapii etoposid + cispla-
tina nebo karboplatina. Primarnim cilem

bylo OS. Vysledky studie dosud nebyly
publikovany.

CA184-104 byla sesterskd studie
faze Il testujici uc¢innost ipilimumabu
u pokrocilého epidermoidniho plicniho
karcinomu pfi standardni chemotera-
pii paclitaxel + karboplatina. Primarnim
cilem je OS nemocnych. Studie doposud
nebyla uzaviena.

V obou piipadech se jednalo o dvo-
jité zaslepenou, placebem kontrolova-
nou studii, takze bylo obtizné hodnotit
kauzalitu nezadoucich ucinkd. Nicméné
nezadouci ucinky, které by mohly byt
v souvislosti s nadmérnou aktivaci imu-
nitniho systému, jsme zaznamenali. Jed-
nalo se o pfipady kolitidy a endokri-
nopatii, s vesmés pfiznivou reakci na
imunosupresivni |é¢bu kortikosteroidy.

Anti-PD-1 a anti-PD-L1

Receptor programované bunécné smrti
predstavuje v soucasnosti nejnadéjné;jsi
cilovou strukturu v imunoterapii plic-
niho karcinomu vibec. Mechanizmem
ucinku je inhibice primarné imunoinhi-
bi¢niho systému PD-1, ¢imz se dosédhne
aktivace T lymfocyt( a posileni protina-
dorové ucinnosti imunitniho systému.
Prestoze na nasem pracovisti probihalo
vice imunoterapeutickych studii na bazi
PD-1 blokady, redIné nejvice zkusenosti
jsme ziskali ve studiich s protilatkou
proti PD-1 nivolumabem.

Jednalo se o tfi studie faze lll porov-
ndvajici monoterapii nivolumabem
oproti standardni chemoterapii. Meto-
dologicky se jednalo o open-label stu-
die, coz umoznilo Iépe poznat specifika
|é¢by touto novou molekulou. Zejména
bylo diky odslepenému designu, kdy od-
padly potize s hodnocenim kauzality,
poznat diametralné odlisny profil neza-
doucich u¢inkd. Nevidanou novinkou
bylo i to, Ze pfi |é¢bé nivolumabem ne-
musi byt radiologicka progrese nemoci
dlvodem k ukonceni |é¢by. Vychazi to
ze skutecnosti, ze pfi tomto typu imuno-
terapie dochézi k infiltraci nddorovych
lézi lymfocyty, coz mlize vést k zvét-
Seni téchto lézi. Pacient mohl tedy po
dokumentované progresi v [é¢bé ni-
volumabem pokracovat, pokud je pfi-
tomen klinicky benefit. Lé¢ba se ukon-
¢ovala az pfi pokracujici progresi
nadoru.

Podle dosavadnich znalosti se zd3,
ze prokazana PD-L1 exprese muze
byt markerem ucinnosti |é¢by. Ve stu-
diich 017 a 057 nebyla PD-L1 pozitivita
nutna k zarazeni, a hodnotila se az re-
trospektivné. Do studie 026 vsak jiz byla
PD-L1 pozitivita pro zafazeni nezbytna.

CheckMate 017
Primarnim cilem studie bylo zhodno-
tit OS nemocnych s pokrocilym epider-
moidnim plicnim karcinomem po se-
Ihani pfedchozi chemoterapie zaloZzené
na platiné. Hodnotila se monoterapie
anti-PD-1 protilatky nivolumab poda-
vané v davce 3mg/kg a 2 tydny. V kon-
trolnim rameni byla pouZita |é¢ba do-
cetaxelem 75mg/m? a 3 tydny. Stfedni
doba OS byla 9,2 mésice v rameni s ni-
volumabem oproti 6,0 mésice v kontrol-
nim rameni (HR 0,59; 95% Cl 0,44-0,79;
p < 0,001). Pfekvapivé bylo, Ze nebyl zjis-
tén vztah mezi Urovni PD-L1 exprese na
ucinnost lé¢by. Z 1é¢by nivolumabem
méli prospéch i nemocni s nddory hod-
nocenymi jako PD-L1 negativni.
Vysledky této studie byly predneseny
na vyro¢nim zasedani ASCO 2015. Jed-
nalo se o vlibec prvni dlikaz superiority
imunoterapie oproti klasické chemote-
rapii. Vysledky této studie byly podkla-
dem registrace nivolumabu pro 2. linii
Ié¢by pokrocilého epidermoidniho kar-
cinomu plicv USAiv EU [9].

CheckMate 057

CheckMate 057 byla paralelné probiha-
jici, podobné designovana studie jako
studie CheckMate 017. Primarnim cilem
studie bylo zhodnotit OS nemocnych
s pokrocilym neskvamoéznim plicnim
karcinomem po selhéni predchozi che-
moterapie zalozené na platiné. Porov-
ndvala se Ucinnost nivolumabu v davce
3mg/kg a 2 tydny oproti docetaxelu
v dévce 75mg/m’ a 3 tydny. Vysledky
této studie byly prfedneseny na vyroc¢-
nim zasedani ASCO 2015. Stfedni doba
preziti byla 12,2 mésice v rameni s nivo-
lumabem oproti 9,4 mésice v kontrol-
nim rameni (HR 0,73; 96% Cl 0,59, 0,89;
p = 0,00155). U pacientl s PD-L1 pozi-
tivnimi nadory byla zjisténa vy3si ucin-
nost lé¢by nivolumabem,v zavislosti na
stupni PD-L1 exprese. Tento rozdil je nej-
spisSe vysvétlitelny odliSnou etiopato-
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genezi obou hlavnich typ NSCLC, kdy
chemickou karcinogenezi indukovany
epidermoidni karcinom s velkym mnoz-
stvim mutaci predstavuje diky své vétsi
genetické odlisnosti pro T lymfocyty ,l1a-
kavéjsi cil” [10].

CheckMate 026

Tato studie sleduje U¢innost nivolumabu
oproti platinovému dubletu u PD-L1 po-
zitivnich pacientd v 1. linii [é¢by. Jedna
se o prllomovy design, kdy je pouzita
anti-PD-1 monoterapie v 1. linii 1é¢by
NSCLC. Primarnim cilem studie je PFS.
V pfipadé progrese nemoci je mozny
crossover — prechod do druhého léceb-
ného ramene. Nabor do studie je sice
dokoncen, u velké ¢asti nemocnych viak
Ié¢ba dosud probiha. Na vysledky studie
a finalni publikaci si tedy budeme muset
jesté néjakou dobu pockat.

Vyse popsané studie umoznily diky
open-label designu dobfre poznat po-
vahu nezadoucich G¢inka. Jejich povaha
je diametralné odlisna od nezédoucich
ucinkd myeloablativni chemoterapie
a souvisi s aktivaci imunitniho systému.
V nasi praxi jsme zaznamenali v pod-
staté vSechny doposud popisované ne-
zadouci ucinky - kolitidy, hepatitidy,
nefritidy, dermatitidy, hypofyzitidy,
pneumonitidy. Pro béZnou praxi jsou
nejzavaznéjsi klinicky napadné typy
pfihod, napf. kolitidy s tézkymi prdjmy
¢i pneumonitidy se zdvaznou decho-
vou nedostatec¢nosti. Tyto pfihody, ne-
jsou-li v¢asné diagnostikovany a lé¢eny,
mohou snadno skoncit i fatalné. Na dru-
hém pdlu spektra se nachazeji pfihody
zpocétku klinicky nendpadné, které se
projevuji — alespon v pocatecnich sta-
diich — pouze jako laboratorni abnor-
mality, typicky hepatitida, endokrino-
patie ¢i nefritida. Nezadouci ucinky se
mohou mezi sebou kombinovat, vy-
skytovat se soucasné ¢i sekvencné za
sebou. Mohou vznikat i situace, kdy na
pozadi pfihody s klinicky zjevnymi pro-
jevy probihaji dalsi, méné napadné au-

toimunitni pfihody. Lé¢ba téchto stav(
spociva v imunosupresivni 1é¢bé vyso-
kymi davkami kortikoidli, popf. inflixi-
mabem. Pro zvladnuti téchto stavu je
klicova zejména jejich v¢asnd detekce
a neodkladné zahajeni imunosupresivni
|é¢by. Jeji ukoncovani musi byt prova-
déno postupnym snizovanim davky kor-
tikoidd v ¢asovém horizontu 4-6 tydn(.
PFi rychlejsim vysazovani hrozi zno-
vuvzplanuti autoimunitniho zanétu.
Po stabilizaci stavu nemocného je vét-
sinou mozno v lé¢bé nivolumabem po-
kracovat. Pro zvladani téchto stavl byly
vyvinuty diagnostické a terapeutické al-
goritmy, jejichz pouziti se nam v praxi
vyznamné osvédcilo.

Shrnuti a perspektivy

budouciho vyvoje

Imunoterapie se u plicniho karcinomu
zkousela v nejriiznéjsich podobach po
dlouha Iéta a dosti uniformné s negativ-
nimi vysledky. Toto mélo patrné vyrazny
vliv na formovani obecného odborného
povédomi jako o metodé neperspektivni
a neuzite¢né. Rok 2015 v3ak predstavuje
milnik v imunoterapii bronchogenniho
karcinomu. Pozitivni klinické studie do-
kladujici prodlouzeni OS pfi pouZiti nivo-
lumabu ve srovnani se standardni che-
moterapii v 2. linii 1é¢by skvamoézniho
i neskvamoézniho NSCLC predstavuji za-
sadni zménu lé¢ebného pfistupu v této
indikaci. Po malignim melanomu se kar-
cinom plic stava v poradi druhou malig-
nitou, kde byla anti-PD-1 Ié¢ba registro-
vana pro pouziti v klinické praxi.

V soucasnosti probihd obrovské
mnozstvi klinickych studii hodnoticich
ucinnost imunoterapie u NSCLC i SCLC.
Testovdana je ucinnost jak v 1., tak i ve
vyssich liniich u metastatické nemoci.
Testuji se protilatky jak proti PD-1, tak
proti PD-L1.V kombinaci s chemoradio-
terapii u lll. klinického stadia se imuno-
terapie testuje jako udrzovaci lé¢ba po
dokonceni standardni chemoradiote-
rapie. Jako souc¢dst adjuvantnich 1éceb-
nych postupl se testuje i u radikalné

operovanych nemocnych. Sleduje se
ucinnost jako monoterapie, tak Uc¢innost
v kombinaci s chemoterapii ¢i cilenymi
[é¢bami typu tyrozinkinazovych inhibi-
torll u nemocnych s EGFR ¢i ALK muta-
cemi. Testuji se i kombinace vice imu-
noterapeutickych agens (anti-PD-1 ¢i
anti-PD-L1 s CTLA-4 inhibitory). Pokud
by byly vysledky stejné presvédcivé jako
dosavadni vysledky studii s nivoluma-
bem, pak by zfejmé doslo k zcela zdsad-
nim zméndm ve strategii [é¢by plicniho
karcinomu.
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PREHLED

Imunoterapie u bronchogenniho karcinomu

a jeji perspektivy

Immunotherapy of Bronchogenic Carcinoma and Its Perspectives

Koubkova L.
Pneumologickd klinika 2. LF UK a FN v Motole, Praha

Souhrn

Imunoterapie se stava dalsi moznou alternativou v 1é¢bé bronchogenniho karcinomu. Jedna se
o zcela odlisny zpUlsob lé¢by nadorového onemocnéni, ktery neni zaméreny na samotny nador,
ale naimunitni systém. Povrchové antigeny pfitomné na nadorovych burikdch mohou byt efek-
tivnim a specifickym Ié¢ebnym cilem a strategie zaloZzend na protilatkach inhibujicich kontrolni
body imunitni reakce vyrazné zlep3uje protinadorovou imunitni odpovéd. Monoklonalni proti-
latky blokujici CTLA-4 (cytotoxicky T lymfocytarni antigen) a receptor PD-1 (protein programo-
vané bunécné smrti) a jeho ligand PD-L1 prokdzaly klinickou u¢innost a nivolumab (protildtka
proti PD-1) byla schvalena ve 2. linii Ié¢by skvamo6zniho nemalobunéc¢ného karcinomu plic.

Klicova slova
bronchogenni karcinom - vakciny - kontrolni body imunitni reakce

Summary

Immunotherapy is becoming another possible alternative in the treatment of lung cancer. It is
a completely different method of treating cancer which is not directed to the tumor itself, but
to theimmune system. Surface antigens present on tumor cells may be an effective and specific
therapeutic targets and strategies based on antibodies inhibiting immune checkpoints signi-
ficantly improves the anti-tumor immune response. Monoclonal antibody blocking CTLA-4
(cytotoxic T-lymphocyte antigen) and PD-1 receptor (protein programmed cell death) and
its ligand PD-L1 showed clinical efficacy and nivolumab (anti-PD-1) was approved in 2" line
treatment squamous non-small cell lung cancer.
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bronchogenic carcinoma - vaccines — immune checkpoints
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IMUNOTERAPIE U BRONCHOGENNIHO KARCINOMU A JEJI PERSPEKTIVY

Uvod

Bronchogenni karcinom je celosvé-
tové onemocnénim s vysokou incidenci
a je nejcastéjsi pficinou umrti ze viech
zhoubnych nadord. V roce 2012 byla
odhadovana celosvétovd incidence
na 1,82 a mortalita na 1,6 milionu [1].
V dobé diagndzy se v 75-80 % pfipadl
jedna o onemocnéni lokalné pokrocilé ¢i
generalizované. Asi 85 % vsech plicnich
karcinom0 tvofi nemalobunéc¢ny karci-
nom plic (non-small cell lung cancer -
NSCLC). Navzdory Ié¢ebnym snaham, pfi
nepfitomnosti aktivujicich EGFR mutaci
¢i ALK translokace je pfi konvenéni che-
moterapii prdmérna doba preZiti (over-
all survival — OS) 8-10 mésicU, pétileté
OS je odhadovéano na 4 %.
Imunoterapie nabizi zcela odlisny zpU-
sob |é¢by nadorového onemocnéni,
ktery neni zamérfeny na samotny nador,
ale na imunitni systém.

Vakciny

Pred nékolika lety jako moznost pro-
tinadorové imunoterapie u NSCLC
byly testovany vakciny. Napfiklad stu-
die faze lll MAGRIT byla zaméfena na
MAGE-A3 (melanoma-specific anti-
gen A3), ve které byla vakcina podavana
pacientim po radikalni resekci NSCLC
stadia IB, Il a IlIA po adjuvantni chemo-
terapii, jejichz nddor byl MAGE-A3 pozi-

tivni [2]. V 3/2014 v3ak bylo ozndmeno,
ze studie nesplnila svUj primarni cil, pro-
dlouzeni doby bez progrese (progres-
sion-free survival — PFS) nemoci v porov-
nani s placebem, a byla proto ukoncena.
Ve studii faze Ill START dostavali pacienti
lipoproteinovou vakcinu L-BLP25 (Te-
cemotide), kterd indukuje imunitni od-
povéd na nadorové burky exprimujici
MUC1 (mucinous glycoprotein-1 anti-
gen) [3]. Vakcina byla podéavana po kon-
komitantni ¢i sekvenéni chemoradiote-
rapii, jestlize nebyla prokazana progrese
onemocnéni. Studie neprokazala signifi-
kantni zlepseni OS, ale |é¢ebny efekt byl
patrny v podskupiné s konkomitantni
chemoradioterapii, kde bylo dosazeno
zlepSeni OS o 10,2 mésice. V 9/2014 byl
vzhledem k negativnim vysledk{m stu-
die provadéné v Japonsku program vy-
voje Tecemotidu zastaven.

Neuspokojivé vysledky protinddo-
rovych vakcin maji fadu pfi¢in. Jedna
z nich je heterogenita cilovych antigend.
Imunitni reakce proti jednomu antigenu
postihne pouze ¢ast bunék.

Stézi mohou ovlivnit nadory pokro-
¢ilé, imunitou tolerované, s vysoce hete-
rogenni skladbou svych antigen(ll a ob-
tiznym pranikem tak vysokého poctu
T bunék do nadoru. Rovnéz kontrolni
body imunitni reakce mohou inhibovat
odpovéd T bunék na tyto vakciny a v bu-

-
CTLA-4 anti-CTLA-4 mAb B7 |
phinis ': >— a - -
. T bunécny T burika
Jbunka J receptor ! MHC
PD-1
0 anti-PD-1 mAb PD-L1

N\

-

Obr. 1. Kontrolni body imunitni reakce CTLA-4 a PD-1.

doucnu se mlze jako vyhodnd uka-
zat kombinace téchto dvou lé¢ebnych
modalit.

Jako dal3i moznost se jevi vakciny
s vyuzitim dendritickych bunék ze-
jména v kombinaci s jinou protinddorou
[é¢bou.

Blokada kontrolnich bodi
imunitni reakce

S poznanim kontrolnich bodd imunitni
reakce opét stoupl i zdjem o imunotera-
pii NSCLC (obr. 1). Molekula CTLA-4 byla
identifikovdna v roce 1987 francouz-
skymi védci. Jednd se o proteinovy re-
ceptor na povrchu T bunék. Ale az v roce
2010 byly uvefejnény povzbudivé vy-
sledky s anti-CTLA-4 protildtkou u me-
tastatického melanomu. Molekula PD-1
byla popsana japonskymi biology pocat-
kem 90. let minulého stoleti. Monoklo-
nalni protilatky blokujici CTLA-4 a recep-
tor PD-1 a jeho ligand PD-L1 prokazaly
klinickou u¢innost ve studiich ¢asné
faze a nyni probihd celd fada studii
u NSCLC i malobuné¢ného karcinomu
plic (small-cell lung cancer - SCLC). Ni-
volumab (protilatka proti PD-1) byla
schvalena ve 2. linii [é¢by skvamoézniho
NSCLC.

Anti-PD-1 protilatky

Nivolumab

Nivolumab je pIné humanizovana IgG4
monoklondlni protilatka proti PD-1
(obr. 2).V 12/2014 byl schvalen FDA v USA
pro lé¢bu inoperabilniho ¢i metastatic-
kého melanomu.

Ve studii faze Il CheckMate 017 byl
nivolumab vs. docetaxel podavan
272 pacientim s pokrocilym skvamoéz-
nim NSCLC, ktefi progredovali po pfed-
chozi 1é¢bé platinovym dubletem.
Nivolumab byl podévan v davce 3mg/kg
kazdé dva tydny, docetaxel 75 mg/kg
kazdé tfi tydny. Primarnim cilem stu-
die bylo OS, sekundarnim PFS a ob-
jektivni odpovéd (objective response
rate - ORR), efektivnost PD-L1 exprese
(testovani PD-L1 vSak nebylo podmin-
kou pro zafazeni do studie). Studie spl-
nila svlj primarni cil, OS byl statisticky
vyznamné lepsi v rameni s nivoluma-
bem (9,2 vs. 6,0 mésice; HR 0,59; 95% Cl
0,44-0,79; p = 0,00025), rovnéz PFS byly
lepsi v rameni s nivolumabem (HR 0,62),
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— \ 7/
Yy T bunécny
T bunécny receptor >
receptor
nadii dendriticka
ostatni bunk
buiika - >
T bunka [ =S
Shp-2 D11
_,—' nivolumab: protilatka blokujici PD-1 receptor
Obr. 2. Mechanizmus tcinku nivolumabu.
ORR v rameni s nivolumabem byl 20 %, L
s docetaxelem 9 %. S lé¢bou spojené ne- Tab. 1. Studie faze Ill CheckMate 017.
zadouci ucinky stupné 3-4 se v rameni _ _
s nivolumabem vyskytly v 7 %, s do- NIVO [n =135) DOC (n=137)
cetaxelem v 55 %, nebylo zaznamenano median OS, mésice (95% Cl) 9,2(7,3,13,3) 6,0 (5,1,7,3)
zadné umrti v souvislosti s [é¢bou nivo- 1leté OS, % (95% Cl) 42 (34, 50) 24(17,31)
Iumalc?eml. Expljese P_D_.U ,nebyla pro- stfedni doba trvani odpovédi, nebylo dosazeno 8,4
gnostickym ani prediktivnim faktorem mésice (rozsah) (2,9-20,5+) (1,4£15,24)
ucinnosti (tab. 1) [4]. . - N

Na zakladé vysledku této studie byl medidn PFS, mésice (95% Cl) 3,5(2,1,4,9) 2,8(2,1,3,5)
nivolumab v 3/2015 schvalen FDA Tleté PFS, % (95% CI) 21(14,28) 6(3,12)
pro lé¢bu pokrocilého skvamdzniho
NSCLC s progresi po lécbé platinovym PD-1 exprese NIVO (n) DOC (n) 0S HR (95% Cl)
dubletem.

V)

Ve studii faze Ill CheckMate 057 do- | = °° 63 °6 S 1)
stalo 582 pacientt s dfive lé¢enym po- <1% 54 52 0,58(0,37,0,92)
krocilym non-skvaméznim NSCLC nivo- >5% 42 39 0,53 (0,31, 0,89)
lumab 3mg/kg kazdé dva tydny nebo <5% 75 69 0,70 (0,47, 1,02)
docetaxel 75mg/kg kazdé tfi tydny. . ‘ —
Nivolumab prokézal statisticky lepsi OS = Ubed - o2 0.50(0,28, 0,89)
(HR 0,73; 96% Cl 0,59, 0,89; p = 0,00155) <10% 81 75 0,70 (0,48, 1,01)

a ORR (19,2 vs. 12,4 %; p = 0,0235) ve
srovnani s docetaxelem. Navic doba tr- OS - celkové preziti, PFS - pfeziti bez progrese
vani odpovédi byla signifikantné delsi - /
v rameni s nivolumabem (17,2 mésice) p
neZvrameni s docetaxelem (5,6 mésice). Tab. 2. Studie faze Ill CheckMate 057.
Exprese PD-L1 byla spojena s vétsi
ucinnosti nivolumabu a ukazala se Ucinnost opatieni NIVO (n =292) DOC (n =290)
jako jasny prediktivni faktor. S lé¢- » L

L 5z PR M median OS, mésice (95% Cl) 12,2(9,7,15,0) 9,4(8,0,10,7)
bou spojené nezadouci Ucinky stupné
3-4 se v rameni s nivolumabem vy- Tleté OS, % (95% Cl) 50,5 (44,6, 56,1) 39,0(33,3,44,6)
skytly v 10,5 %, s docetaxelem v 53,7 %, stfedni doba trvani odpovédi, 17,1 (8,4-neni 5.6 (4.4-7,0)
nebylo zaznamenano Zzadné umrti mésice (95% Cl) odhadnutelny) e
EI ;O;;';Z']OS“ s lécbou nivolumabem median PFS, mésice (95% Cl) 23(22,33) 4,2(34,49)
tab. .

A [0) (o)

Na letoénim ASCO byla rovnés pre- 1leté PFS, % (95% Cl) 18,5 (14,1,23,4) 8,1(5,1,12,0)
zentovana stuvdle fazet | hodnotici cin- OS - celkové preziti, PFS - pfeziti bez progrese
nost a bezpecnost nivolumabu v mo-
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noterapii v 1. linii 1é¢by NSCLC stadia
[IB/IV. Byl podan 52 pacientlim se skva-
moéznim i non-skvamoéznim NSCLC, ORR
byl 23 % (v¢etné ¢tyf kompletnich od-
povédi), medidn OS byl 22,6 mésice. Na
|écbu odpovédéli pacienti PD-L1 pozi-
tivni i negativni, pficemz ORR byl vy3si
u pacientt PD-L1 pozitivnich [5]. Pro-
bihd studie faze Ill s nivolumabem vs.
chemoterapie v 1. linii 1é¢by u NSCLC
stadia IV [6].

Ve studii faze I/1l CA209-032 [6] byl
nivolumab podan samostatné nebo
v kombinaci s ipilimumabem pacientlim
s recidivujicim SCLC. Pacienti nebyli se-
lektovani podle stavu PD-L1. ORR pfi
[é¢bé nivolumabem byl 15 % a pii kom-
binaci s ipilimumabem 25 %, byly za-
znamendny i dlouhodobé odpovédi,
Ié¢ba byla dobfe tolerovana. Budou pre-
zentovany aktualizované udaje o bez-
pec¢nosti, klinické uc¢innosti a analyze
biomarker [7].

Probihd jesté fada dalsich studii s ni-
volumabem u NSCLC i SCLC.

MK-3475, pembrolizumab

MK-3475, pembrolizumab, je dalsi plné
humanizovand IgG4 monoklonalini pro-
tildtka proti PD-1.V 9/2014 byl schvé-
len FDA v USA pro |é¢bu pokrocilého
melanomu pod obchodnim nazvem
Keytruda®.

V' 4/2015 byly publikovany vysledky stu-
die faze | KEYNOTE-001. Pembrolizumab
v ddvce 2mg nebo 10 mg/kg kazdé tfi
tydny nebo 10mg/kg kazdé tfi tydny do-
stavalo 495 pacient( dfive Ié¢enych ¢i bez
predchozi Ié¢by. ORR byl 19,4 %, medidn
OS byl 12 mésicl. PFi expresi PD-L1 ale-
spon 50 % nadorovych bunék byl ORR
45,2 %, median OS nebyl dosazen. Léc¢ba
byla dobfe tolerovand, méné nez 10 %
pacientll mélo s lé¢bou spojené neza-
douci ucinky stupné 3-4. Bylo zazname-
nano jedno Umrti na pneumonitidu [8].

Je ukoncen nébor pacient(l do studie
faze Il/1ll se dvéma davkami MK-3475 vs.
docetaxel u predlé¢enych pacientl
s NSCLC, ktefi maji prokdzanou pozi-
tivitu PD-L1. Probihaji studie faze Ill
KEYNOTE-042 a KEYNOTE-024 porovna-
vajici MK-3475 s chemoterapii na bazi
platiny u dfive nelécenych pacientd
s pokrocilym NSCLC. Probihaji nebo jsou
planované i dalsi studie s 1é¢bou pem-

brolizumabem v kombinaci s bevaci-
zumabem, inhibitory tyrozinkinazy di
ipilimumabem.

Anti-PD-L1 protilatky

MPDL3280A, atezolizumab
MPDL3280A, atezolizumab, je pro-
tildatka namifenad proti PD-L1. V roce
2013 byly prezentovany vysledky studie
faze | u predlécenych pacientl s NSCLC.
Vyrazné lepsi 1é¢ebnd odpovéd byla
u pacientl s vysokou expresi PD-L1.Srov-
natelné jsou vysledky u skvamoéznich
a non-skvamoznich NSCLC. Na letoSnim
ASCO byla prezentovana studie faze Il
POPLAR porovnavajici MPDL3280A s do-
cetaxelem ve 2. a 3. linii 1é¢by. Slibné
vysledky korelovaly s PD-L1 expresi na
tumor infiltrujicich imunitnich bunkach
a/nebo nadorovych burkach [9]. Pro-
bihaji dalsi studie v¢etné studii v 1. linii
Ié¢by u pacientd s PD-L1 pozitivnim lo-
kalné pokrocilym nebo metastazujicim
NSCLC. V pladnu je i hodnoceni kombi-
nace s bevacizumabem ve studii faze I.

MEDI4736

MEDI4736 je dalSi humanizovana IgG1
protilatka, kterd se vaze na ligand PD-L1.
Byla testovéna ve studii faze |, probihaji
studie faze Il a lll, také v kombinaci s tre-
melimumabem (anti-CTLA-4 protilatka),
v pldnu je zahdjeni studie s adjuvantnim
podanim MEDI4736 u kompletné rese-
kovaného NSCLC.

BMS-936559
BMS-936559 monoklonalni protilatka
proti PD-L1, ktera ve studiich faze | pro-
kazala aktivitu u fady solidnich naddoru
vcetné NSCLC.

Anti-CTLA-4 protilatky
Ipilimumab
Ipilimumab je humanizovand IgG1 anti-
-CTLA-4 monoklonalni protilatka, ktera
pUsobi jako selektivni inhibitor CTLA-4,
antigenu asociovaného s cytotoxickymi
T lymfocyty. Prokézala jiz svou ucinnost
u pacientd s pokrocilym melanomem
(v roce 2011 FDA schvdlila ipilimumab
pro [é¢bu inoperabilniho nebo metasta-
tického melanomu).

Ve studii faze Il u pokrocilého NSCLC
prokézala zlep3eni intervalu PFS pfi po-
déni's chemoterapii carboplatina + pacli-

taxel. Oc¢ekdvaji se vysledky studie faze lll
u pokrocilého skvamézniho NSCLC po-
rovndvajici carboplatinu + paclita-
xel + placebo s carboplatinou + paclita-
xelem + ipilimumabem. Rovnéz probiha
i studie u SCLC.

Tremelimumab

Tremelimumab je humanizovana 1gG2
anti-CTLA-4 monoklonalni protilatka.
V soucasné dobé probiha studie faze Ib/II
u pokrocilého NSCLC v kombinaci
s MEDI4736 (anti-PD-L1 protilatka) a ge-
fitinibem a také u mezoteliomu pleury.

Diskuze

Vysledky studii ukazuji, ze imunitni od-
povéd muze byt rychla a dlouhotrvajici.
Jednou aktivovand protinadorovd imu-
nitni odpovéd mize mit potencial dal-
$iho pokracovani, coz naznacuje, ze by
nemuselo dojit k rozvoji sekundarni re-
zistence, kterd je patrnd u vétsiny proti-
nadorové lé¢by. Ani tato lé¢ba viak neni
vhodnd pro vsechny pacienty. Ve stu-
diich casné faze u pacientl tézce pred-
[éCenych byly zaznamendany odpovédi
asi ve 20 %, coz jsou povzbudivé vy-
sledky v porovnéni s odpovédi na stan-
dardni cytotoxickou lé¢bu u téchto
pacientd, u nichz se odpovéd pohy-
buje mezi 5 a 10 %. Rovnéz povzbuzujici
v téchto studiich byla délka trvéani od-
povédi, kterd byla u nékterych pacientt
jeden rok i vice. Stéle neni objasnéna
otazka prediktivnich biomarkerd. Mira
exprese PD-L1 se zatim jevi jako nej-
spolehlivéjsi prediktor pro odpovéd na
[é¢bu urcitymi inhibitory. Ukazuje se
také, ze exprese PD-L1 se mlze ménit
béhem Zivota nadoru a |é¢by. Rovnéz
nejsou znamy klinické charakteristiky,
které by nam pomohly vybrat vhod-
nou populaci pacientli pro tuto lé¢bu,
i kdyZ odpovédi se zdaji byt vyssi u ku-
fakad, u kterych je onemocnéni spojeno
s vy3sim vyskytem mutaci a vy3sim po-
¢tem nadorovych antigend, a nador by
tak mohl byt |épe rozezndn imunitnim
systémem.

PFi imunoterapii musime pocitat s tim,
Ze nastup Ucinku maze byt opozdény,
nebot aktivace imunitniho systému
muze trvat radové tydny az mésice.
Pocatec¢ni indukovana zanétliva odpo-
véd muze vést i k docasnému zvétseni
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[ézi ¢i k objeveni se novych |ézi, které
mohou pozdéji regredovat. To vse je im-
pulzem k tvorbé novych kritérii hodno-
ceni lécebné odpovédi, tzv. imune-rela-
ted response kriteria.

Dle publikovanych studii je tato
|é¢ba pomérné dobfe tolerovana, ne-
zddouci ucinky byvaji nejcastéji leh-
¢iho stupné (1-2). Nejcastéji se vysky-
tovala Unava, snizeni apetitu, prdjem,
nauzea, zacpa, kasel a dusnost, elevace
jaternich enzym, vyrdzka, svédéni.
Musime pocitat i s vyskytem toxicity na
autoimunnim podkladé, jako je pneumo-
nitida, hepatitida, abnormality funkce
Stitné Zlazy, kolidita. Tyto se v3ak vyskyto-
valy vzacné. Imunitné zprostfredkované
nezadouci Uc¢inky odpovidaly na lé¢bu
kortikosteroidy.

Zavér

Jesté pred nékolika lety byla efektivni
imunoterapie bronchogenniho karci-
nomu povazovana za nemoznou. Nyni
ji jiz mame k dispozici a u nékterych
pacientl pfekondva standardni lé¢bu jak

v efektivnosti, tak v kvalité jejich Zivota.
V 3/2015 schvalila FDA v USA nivolumab
v [écbé 2. linie pokrocilého skvaméz-
niho karcinomu a v 7/2015 byl schva-
lenivEU.V CR je nyni dostupny v rdmci
specifického lé¢ebného programu. Stale
viak z(istdva fada nezodpovézenych
otazek. Je nutné objasnéni prediktivnich
biomarkerl vedoucich k lepsimu vybéru
pacientd, ktefi budou mit z imunotera-
pie prospéch. Dale pak otazka sprév-
ného nacasovani imunoterapie, kombi-
nace s konvenéni lé¢bou, 1é¢bou cilenou
¢i kombinace jednotlivych imunotera-
peutickych modalit. Probihaji proto de-
sitky studii, které by v budoucnosti mély
pomoci tyto otazky objasnit.
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Immunoscore a jeho prediktivni hodnota

u kolorektalniho karcinomu

Immunoscore and Its Predictive Value for Colorectal Cancer

Zavadova E.', Spacek J.', Vo¢ka M.!, Konopasek B.', Fu¢ikova T.2, Netikova I."34, Dundr P,

Skalova H.?, Petruzelka L.
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Souhrn

Data z recentnich studii ukazuji, ze klasifikace imunitniho systému (immunoscore) u pacientt
s nadorovym onemocnénim ma v nékterych pripadech vétsi prognosticky vyznam nez TNM
klasifikace. Délka preziti pacientl s urcitou diagnézou se stejnou TNM klasifika¢ni hodnotou
muze byt zna¢né odlisna. Metoda immunoscore kvantifikuje a detekuje jednotlivé typy imu-
nitnich bunék v nddorové tkani pacienta, kde rovnéz urcuje hustotu jejich infiltrace a jejich
lokalizaci. V soucasné dobé se v ramci multicentrické mezinarodni spoluprace 23 center ze
17 zemi (v¢etné naseho pracovisté) hodnoti immunoscore u vice nez 7 000 pacientl s kolo-
rektalnim karcinomem z hlediska nadorového mikroprostiedi se zamérenim na prezenci
imunitnich bunék v nddorové tkani a v blizkosti nddoru. Vysledky metody immunoscore se
davaji do korelace s témito parametry: 1. odpovédi pacientd na Ié¢bu, 2. mirou progrese, pro-
gnozou jejich onemocnéni a dalSimi imunitnimi parametry. Ukazuje se, ze TNM klasifikace
a invazivita tumoru je statisticky zavisla na imunitni reakci pacienta (existuje inverzni ko-
relace mezi hustotou infiltrace CD 8, CD 3* lymfocyty a rozsahem tumoru). Vysoké hustoty
Tlymfocytl (CD8*, CD3*) v centru a v invazivnim okraji primarniho tumoru jsou spojeny s delsim
obdobim bezptiznakového prezivani, celkového prezivani, nizsim rizikem relapsu i mensi prav-
dépodobnosti vzniku metastdz. Cilem projektu je zavést immunoscore do rutinni diagnostiky.

Klicova slova
immunoscore - TNM - VEGF - TGF-f - CD3* lymfocyty — CD8* lymfocyty

Summary

Recent studies suggest that immune-classification (immunoscore) in cancer patients has a prog-
nostic value in some cases that seems to be superior to the AJCC/UICC TNM classification. The cli-
nical outcome can vary significantly among patients with a particular diagnosis within the same
TNM stage. Immunoscore methodology quantifies and detects different types of immune cells
in tumor tissue, and also determines the density of their infiltration and localization at the tumor
site. Currently within an international collaboration of 23 centers in 17 countries (including our de-
partment), immunoscore is being evaluated in more than 7,000 colorectal cancer patients in terms
of the tumor microenvironment, focusing on the presence of immune cells both in the tumor tissue
and the tumor invasive margin. Immunoscore results are assessed in correlation with: 1. patient’s
response to the treatment, 2. rate of progression, disease prognosis and other immune parame-
ters. It appears that the TNM classification and tumor invasiveness is statistically dependent on the
immune response of the patient (there is an inverse correlation between the density of the infil-
tration of CD 8*, CD3* lymphocytes and the tumor stage). High densities of T-lymphocytes (CD8*,
CD3*) both in the core and the invasive margin of the primary tumor are associated with longer-term
asymptomatic survival, overall survival, lower risk of relapse and reduced likelihood of metastases.
The project of the international collaboration aims to introduce immunoscore in routine diagnostics.
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immunoscore - TNM - VEGF - TGF-3 - CD3* lymphocytes - CD8* lymphocytes
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IMMUNOSCORE A JEHO PREDIKTIVNI HODNOTA U KOLOREKTALNIHO KARCINOMU

Uvod

Nadorovd onemocnéni jsou komplexni
a dynamickd onemocnéni, ktera jsou
charakterizovédna specifickymi rysy.
Typickymi znaky téchto onemocnéni
jsou nepretrzita proliferacni signalizace,
vyvinuti mechanizm( odoldvajicich bu-
nécné smrti, indukce neoangiogeneze,
invazivni rast, zakladani metastatickych
loZisek, zména energetického meta-
bolizmu, inhibice imunitniho systému,
a tim i omezeni nasledné destrukce na-
doru efektorovymi bunkami imunit-
niho systému [1,2]. V prabéhu vzniku
a rozvoje nddorového onemocnéni do-
chazi k ¢etnym interakcim mezi nadoro-
vymi burikami a imunitnim systémem
pacienta, at jiz lokdlné v misté nado-
rového bujeni, nebo vzdalené cestou
rdznych mediatori a cytokind. Nedo-
state¢nd imunitni odpovéd c¢asto kore-
luje se Spatnou progndzou a vyznamné
ovliviiuje vysledky 1é¢by [3,4]. Nékteré
tyto deficity ¢i defekty mohou byt vro-
zené, nicméné i nadorové bunky pro-
dukuji celou fadu faktord, které supri-
muji imunitni systém ve snaze uniknout
imunitni odpovédi. Mezi nejdulezi-
t&jsi unikové mechanizmy patfi tvorba
imunosupresivnich faktord, produkce
neoangiogenetickych faktorl a rezis-
tence nadorovych bunékkapoptotickym
stimuldm [5].

Nové zpisoby klasifikace
nadorového onemocnéni
vyuzivajici informace

z nadorového mikroprostredi
Popis vyznamu a souc¢asného pouziti
TNM klasifikace v managementu
kolorektalniho karcinomu
Nejrozsifenéjsim klasifikacnim sys-
témem pro posouzeni rozsahu nadoru je
TNM klasifikace. S vétSim rozsahem tu-
moru je vyssi riziko, ze nddorové bunky
ziskaji schopnost invadovat cévy a za-
kladat vzdalené metastazy. TNM kla-
sifikace se uziva jiz vice nez 80 let a je
velmi uZite¢nd v odhadovani prognézy
u pacientl s rGznymi druhy naddorového
onemocnéni [6,7]. TNM klasifikace byla
po celou tuto dobu upravovéana a opti-
malizovana. V roce 2009 provedla the
Union for International Cancer Control
7. editaci smérnic TNM klasifikace. Pre-
cizni, stabilni a mezindrodné schvaleny

klasifikacni systém je esencidlni pro glo-
balni Uspéch v boji s ndadorovym one-
mocnénim. Hlavnim zamérem by mélo
byt poskytnuti informace o progndéze
onemocnénia na zakladé této informace
i rozhodnuti o individudInim lécebném
zaméru. V denni praxi a smérnicich ma
TNM Kklasifikace pfimy dopad v rozho-
dovacim terapeutickém procesu. Zmény
v TNM klasifikaci by mély zna¢ny vliv na
péci o onkologické pacienty a volenou
terapii, kterou by byli 1é¢eni. Tento klasi-
fikacni systém sice Uspésné provéfil ¢as,
ale presto neposkytuje Iékarlim kom-
pletni prediktivni hodnotu pro zhodno-
ceni prognozy pacientd. Klinicky vysle-
dek [é¢by se mUze u pacientl se stejnou
TNM klasifika¢ni hodnotou signifikantné
lisit [8]. Néktefi pacienti mohou v pokro-
¢ilém stadiu onemocnéni setrvat roky se
stabilizaci nemoci. Oproti tomu se setka-
vame se skupinou pacientd stadia | a ll,
kdy dochazi k relapsu a nasledné rychlé
progresi onemocnéni [9].

Priblizeni problematiky nadorového
mikroprostredi

Prediktivni pfesnost tradi¢ni TNM klasi-
fikace vychazi z teorie, Ze progrese one-
mocnéni je autonomnim procesem na-
dorovych bunék. TNM klasifikace se
zaméfuje vyhradné na nddorové bunky
a opomiji efekt imunitniho systému
pacienta [10]. Fenotyp tumoru neni
urcen pouze jeho epitelidini komponen-
tou, ale také nadorovym mikroprostie-
dim, které se sklada nejen z vlastnich na-
dorovych bunék, ale i z ostatnich bunék
asociovanych s nddorem. Mezi takové
buriky patii predevsim imunitni buriky
zanétlivého infiltratu. Vlivem chemotak-
tického gradientu nddorového mikro-
prostiedi jsou pFitahovany T lymfocyty,
dendritické bunky, granulocyty, mak-
rofadgy i NK bunky [11]. Zda se, ze nej-
efektivnéjsi pfi eradikaci tumoru jsou
takzvané CD8 cytotoxické lymfocyty,
které jsou schopny nadorovou bunku
usmrtit. Vyznam dalSich bunék imunitni
reakce neni v naddorovém mikropro-
stiedi zcela jasny — nadorové mikropro-
stfedi ur¢ované interferony, interleukiny
a zvlasté chemokiny ma klicovy vyznam
pro charakter zanétlivé reakce a funkce
imunitnich bunék muaze byt v tomto
prostiedi jina nez v periferni krvi. Pro-

gnostickd hodnota TNM klasifikace ne-
byla nikdy prekondna jinymi metodami,
jako napf. imunohistochemii nadoro-
vych markerd, pritokovou cytometrif
¢i genetickymi vysetfenimi. Ukdzalo se
vsak, ze analyza specifického typu intra-
tumuralni imunitni odpovédi prekonala
TNM Kklasifikaci [12,13]. Nadorova pro-
grese nyni musi byt povazovana za vy-
sledek ztraty rovnovdhy mezi invaziv-
nim nadorovym procesem a obrannym
systémem pacienta, ktery se sklada pre-
vazné z bunék imunitniho systému.

Metoda immunoscore
Cetna data z rozsahlych kohort pacientl
s kolorektalnim karcinomem demonstro-
vala, Ze pocet, typ a lokalizace imunitnich
bunék infiltrujicich primarni nador ma
prognosticky vyznam pro celkové bezpfi-
znakové preziti a celkové preziti [12-14].
Imunoklasifikace nadorG byla navr-
Zena na zékladé metody immunoscore.
Metoda je pro zpfesnéni predikce pro-
gndzy a klinického vystupu pacientl pro-
vadéna kvantifikaci dvou lymfocytarnich
populaci (CD3*/CD8*) v centru a inva-
zivnim okraji nadorové tkané. CD3* je
membranovy glykoprotein specificky
pro viechny subpopulace T lymfocytd.
CD8* lymfocyty (efektorové lymfocyty)
jsou potom burky imunitniho systému,
které jsou schopné za pomoci cytotoxic-
kych mechanizma perforiny a granzymy
uskutecnit lyzu nddorové bunky. Jednd
se o findlni ¢lanek exekutivniho fetézce
specifické, protinddorové bunécné imu-
nity. K destrukci nddorové buriky bunéc-
nou imunitou jsou vsak esencidlni anti-
gen prezentujici bunky [11].
Immunoscore se pravdépodobné
bude tykat i dalSich naddorovych one-
mocnéni [15,16]. Bylo prokdzéno, zZe
pfitomnost tumor infiltrujicich lymfo-
cytd u pacientek s karcinomem prsu
vykazuje u ranych stadii Her 2 pozitiv-
nich pacientl benefit z |1é¢by trastuzu-
mabem. Mohou slouzit rovnéz jako pre-
diktivni marker lé¢ebné odpovédi na
neoadjuvantni terapii u triple negativ-
nich a Her 2 pozitivnich pacientl s kar-
cinomem prsu. Prediktivni efekt tumor
infiltrujicich lymfocytd byl zna¢ny ze-
jména u pacientd lécenych karboplati-
nou [17-19]. Rovnéz bylo potvrzeno, ze
mira infiltrace tumor infiltrujicimi lym-
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focyty je pozitivnim prediktivnim fakto-
rem pro lécebnou odpovéd na neoadju-
vantni terapii u pacientek s karcinomem
prsu [15]. U pacientek s karcinomem en-
dometria jsou snizené pocty intraepi-
telidInich CD3* tumor infiltrujicich lym-
focytd spojeny s pokrocilym stadiem
onemocnéni a Spatnou progndzou.
Pocty intraepitelidlnich CD3* tumor infil-
trujicich lymfocytd jsou nezavislym pre-
diktorem prezivani pacientek s karcino-
mem endometria [16].

Data nastifadand z poslednich studii on-
kologickych pacientl ukazuji, Ze klasifi-
kace imunitniho systému (immunoscore)
ma v nékterych pfipadech vétsi prognos-
ticky vyznam nez TNM klasifikace. TNM

klasifikace navic nepredikuje odpovéd

pacienta na lé¢bu (délka preZiti pacientl
se stejnou TNM klasifika¢ni hodnotou
muze byt zna¢né odlisnd). Metoda immu-
noscore kvantifikuje a detekuje jednot-
livé typy imunitnich bunék v nddorové
tkani pacienta, kde rovnéz urcuje hustotu
jejich infiltrace a jejich lokalizaci. Ukazuje
se, Zze TNM klasifikace a invazivita tumoru
je statisticky zavisld na imunitni reakci
pacienta (existuje inverzni korelace mezi
denzitou CD8* a stagingem tumoru).
Vysoké koncentrace denzity T lymfocytd
(CD8) v centru i invazivnim okraji primar-
niho tumoru jsou asociovany s delsim ob-
dobim bezpfiznakového prezivani, cel-
kového piezivani, nizsim rizikem relapsu
i mensi pravdépodobnosti vzniku me-
tastaz. Prognosticky vyznam pfitomnosti
T buné¢né populace (CD8*) byl potvrzen,
a to i pfi zohlednéni stadia, poctu lymfa-
tickych uzlin a zavedenych molekularnich
nadorovych biomarker(, v¢etné mikro-
satelitové instability (MSI), BRAF mutaci
a LINE-1 hypometylaci [20,21]. Existuje
i asociace mezi mikrosatelitovou instabi-
litou a infiltraci burikami imunitniho sys-
tému [22]. Tumory s pfitomnou MSI ¢as-
t&ji obsahuji intraepitelidlni T lymfocyty
v reakci na expresi novych antigen(ll na
svém povrchu [23], coz pravdépodobné
vede k lepsi prognéze téchto pacientd.
Immunoscore nabizi hodnoceni od 0
(nizkd infiltrace bunék imunitniho sys-
tému v obou oblastech) do 4 (vysoka
infiltrace bunék imunitniho systému
v obou oblastech) (obr. 1). Vysetieni ma
dvé vyhody: 1. zda se, Ze immunoscore
je silnym prognostickym faktorem pre-

-~
Oblasti nadoru (CTalM) Immunohistochemie
CD3*
CD8*

K‘..L ..I.

digitalni patologie
(kvantifikace
burnky/mm?) 10

Immunoscore (CT aIM)

i i i R
DO =
DO 12
D 11

Obr. 1. Definice a metodologie immunoscore (horni ¢ast); imunohistochemické bar-
veni CD3* a CD8* bunék ve tkani kolorektalniho karcinomu (dolni ¢ast) [1].

CT - nadorové centrum, IM — invazivni okraj

zivani bez onemocnéni a celkové preziti,
2. ma biologicky vyznam (reakce adap-
tivni imunity na pfitomnost naddoru) a na-
bizi se jako nastroj nebo potencidlni cil
pro terapii véetné imunoterapie [23-26].
Vzhledem k pravdépodobné shodnému
charakteru imunitni kontroly nadoru je
znalost stavu imunitniho systému jako
prognostického faktoru dlezitym do-
plrikem standardni klasifikace [27,28]. Pro
posouzeni vyznamu immunoscore v kli-
nické praxi a zhodnoceni prognostic-
kého vyznamu byla zahajena prospek-
tivni multicentrickd studie s 600 pacienty
[é¢enymi v sedmi francouzskych nemoc-
nicich pro kolorektalni karcinom Ié¢eny
primarné chirurgicky. Ve snaze podpo-
fit vyuziti immunoscore v rutinni klinické
praxi bylo iniciovano celosvétové konsor-
cium s podporou Society of Immunothe-
rapy of Cancer [28].

Nékolik tisic naddorovych vzorkd je
v soucasné dobé analyzovano ve 23 cen-
trech po celém svété. V CR projekt koor-
dinuje Onkologicka klinika 1.LF UKaVFN
v Praze. Byla vybrana dvé nejjednodussi
membranovd barveni CD3 a CD8 mé-
fend v centru tumoru a v oblasti inva-
zivniho lemu. Pfesnd kvantifikace je
v soucasné dobé provadéna v rozsahu
standardizovaného fezu pomoci jednot-
ného pocitacového softwaru (Definiens
software).

Cilem tohoto projektu je:

1. prokazat uskutecnitelnost a reprodu-
kovatelnost immunoscore,

2.validovat prognostickou silu immu-
noscore u pacientl s kolorektalnim

karcinomem stadia I-lll,
3.demonstrovat uzite¢nost immu-

noscore a identifikovat pacienty sta-

dia Il s vysokym rizikem rekurence.
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Predpoklada se, Zze tato snaha po-
vede k zaclenéni immunoscore jako
nové soucasti klasifikace nadoru do-
plhujici standardni TNM klasifikaci.
Vysledky immunoscore by mély [épe od-
povidat progndze pacientl s kolorek-
talnim karcinomem. Mély by |épe iden-
tifikovat pacienty s vysokym rizikem
rekurence [26] a pomahat predvidat
a stratifikovat pacienty, ktefi budou pro-
fitovat z adjuvantni terapie [27-29].

Zaveér

Hodnoceni mnozstvi a typu tumor infil-
trujicich bunék se zda byt vhodnym do-
plnénim standardni TNM klasifikace, a to
zejména pii rozhodovani o adjuvantni
terapii. Klinicky vyznam multicentric-
kého projektu Immunoscore monitoru-
jiciho miru infiltrace CD3*a CD8* T lym-
focytd v centru a v invazivnim okraji
nadoru bude pravdépodobné brzy po-
tvrzen a zac¢lenén do rutinniho pouziti.
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Souhrn

V poslednich nékolika letech se vyznamné zménil pohled na biologickou podstatu nadort v ob-
lasti hlavy a krku. Klasickymi prokazanymi rizikovymi faktory nadort v oblasti hlavy a krku jsou
koureni a konzumace alkoholu, resp. jejich kombinace. Pacienti s nadory vzniklymi na podkladé
této etiologie se pohybuiji ve vyssich vékovych skupinach, nejcastéji v patém a Sestém decéniu.
Dale byla v poslednich piiblizné 15 letech prokazana souvislost s infekci lidskym papillomavi-
rem (HPV), ktery je dnes povaZovén za jeden z nejvyznamnéjsich rizikovych faktord, zejména
pro karcinom orofaryngu. HPV pozitivni nddory orofaryngu jsou spojeny s vyznamné lepsi pro-
gndézou onemocnéni. Vyzkumna i klinicka data ukazuji, ze HPV pozitivni a negativni nadory Ize
v mnoha ohledech povazovat za dvé rozdilné entity a dosud neni zcela objasnéno, jaké faktory
jsou klicové pro lepsi progndzu HPV pozitivni nddord. Jednim z dllezitych faktord, ktery se po-
dili na rozdilné progndze, mlize byt charakter imunitni reakce. Tento ¢lanek shrnuje soucasné
poznatky o rliznych aspektech protinadorové imunitni reakce u HPV pozitivnich a negativnich
nadord. Soucasné studie udavaji, ze témér u vsech HPV pozitivnich pacientl byly detekovany
vyznamné pocty HPV specifickych T lymfocytd, v nadorové tkani. | navzdory tomu vsak dochazi
k rozvoji nadoru, coz mize byt zptsobeno abnormalitami v antigenni prezentaci, dysfunkcemi
T lymfocytl ¢i pfitomnosti rliznych populaci imunosupresivnich bunék. Imunologicky profil
HPV pozitivnich, resp. HPV negativnich nadorl v oblasti hlavy a krku presto jednoznacné kore-
luje s terapeutickymi vysledky a HPV specifickd imunitni odpovéd mé pravdépodobné zasadni
vyznam pii lepsi odpovédi HPV pozitivnich pacienti na konvencni 1é¢bu. Diskutujeme také
vyvijené postupy HPV specifické protinddorové imunoterapie, které jsou nyni ve fazi klinickych
zkousek.

Klicova slova
nadory hlavy a krku - lidsky papillomavirus — imunitni systém - T lymfocyty — imunoterapie
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Summary

The insight into the biological nature of head and neck squamous cell carcinoma has evolved significantly in the last few years. Tobacco use and
alcohol consumption are proven risk factors of head and neck squamous cell carcinoma. Cancer patients possessing such a tumor are generally
elderly, mostly in fifth or sixth decade of life. In addition, significant association of head and neck squamous cell carcinoma with infection by
human papillomavirus (HPV) was proven. HPV is now considered to be one of the most important risk factors, particularly for oropharyngeal
carcinoma. HPV-positive tumors of oropharynx are associated with significantly better prognosis. Experimental and clinical data indicate that
HPV-positive and HPV-negative tumors can be considered as two different entities and it has not been clarified which factors are crucial for bet-
ter prognosis of HPV-positive tumors. The character of immune reaction, which contributes to distinct prognosis, may be one of the important
factors. This review summarizes current knowledge concerning various aspects of anti-tumor immune responses in HPV-positive and HPV-ne-
gative tumors. Recent studies have shown that a broad repertoire of tumor-infiltrating HPV-specific T-cells is detectable in almost all patients
with HPV-positive tumors. Despite this, there is a development of tumor, which may be facilitated by abnormalities in antigen processing, T-cell
dysfunction or prevalence of immunosuppressive cells. Nonetheless, the immunologic profile of HPV-positive vs. HPV-negative head and neck
squamous cell carcinoma is associated with better outcome, and HPV-specific immune response is suggested to play an essential role in the
better response to conventional therapy of HPV-positive patients. We also discuss HPV-specific antitumor immunotherapy approaches, which

are now tested in clinical trials.

Key words

head and neck cancer — human papillomavirus — immune system - T-lymphocytes — immunotherapy

Uvod

V poslednich nékolika letech se velmi vy-
znamné zménil pohled na biologickou
podstatu celé fady onkologickych one-
mocnéni, nddory v oblasti hlavy a krku
nevyjimaje, na podkladé pfibyvajicich
informaci z oblasti molekularni gene-
tiky, biologie a imunologie [1]. Nékteré
z téchto znalosti se jiz pfimo uplatnily
v klinické praxi, nékteré vykazuji slibny
potencidl do budoucnosti.

Nadory hlavy a krku jsou $estou nej-
¢astéjsi skupinou onkologickych one-
mocnéni, zahrnujici celou fadu histo-
logickych typ( malignit, ale ve zhruba
95 % jsou zastoupeny dlazdicobu-
nécné karcinomy (head and neck squa-
mous cell carcinoma - HNSCC) [2].
Celosvétové se uddava incidence mezi
550 000 a 600 000 pripady za rok [3],
z nichZ nejpocetnéjsi jsou nadory oro-
faryngu, hrtanu a dutiny Ustni. Zhruba
300 000 pacientl kazdoro¢né v souvis-
losti s timto onemocnénim zemfe. Kla-
sickymi prokazanymi rizikovymi faktory
HNSCC je koufeni a konzumace alkoholu,
resp. jejich kombinace. Pacienti s nddory
vzniklymi na podkladé této etiologie
se pohybuji ve vyssich vékovych skupi-
nach, nejcastéji v patém a Sestém decé-
niu [4]. Incidence nadorG podminénych
koufenim a/i alkoholem pomalu klesa.
U néadorl orofaryngu byla v posled-
nich pfiblizné 15 letech prokézana sou-
vislost s infekci lidskym papillomavirem
(HPV), ktery je dnes povazovan za jeden

z nejvyznamnéjsich rizikovych faktor(.
Zastoupeni HPV asociovanych nadort
roste relativné i absolutné a v této sou-
vislosti je pouzivédn termin ,epidemie”
Sifici se zejména ve skupiné mladsich
pacientll, muzd bilé pleti, nekurak( [4].
Je zndmo vice nez 100 kment HPV, kar-
cinomy v oblasti hlavy a krku jsou zpu-
sobeny zejména HPV 16, ktery je dnes
povazovan za primarni pficinu vétsiny
spinoceluldrnich karcinom tonzily v Ev-
ropé a v Severni Americe.

HPV

Infekce lidskym papillovirem je se-
xudlné pfenosné onemocnéni postihu-
jici cervix, orofarynx, vulvu, kone¢nik
a penis. Vyznam HPV pro ano-genitélni
nadory byl znam jiz pomérné dlouho,
v onkologii hlavy a krku se ale souvis-
lost prokazuje az v poslednich pfiblizné
15 letech [5,6]. Vice nez 130 typU HPV se
dle maligniho potencidlu rozdéluje na
low- a high-risk typy, asi 15 z nich vyka-
zuje onkogenni potencial. U orofaryn-
gedlnich karcinom( dominuje HPV 16.
Vice nez 50 % nédoru tonzil a kofene
jazyka je prokazatelné zpUsobeno pfi-
tomnosti HPV (literarni Udaje se pohy-
buji v rozmezi od 10 do 90 %) [7]. V Ev-
ropé je procento orofaryngedlnich
nadorl zpUsobenych HPV nejvyssi ve
Skandinavii (az 90 %), naopak v zemich
s vysokym zastoupenim kuiakd v po-
pulaci, napt. v Italii, je nizsi nez 20 % [7].
Rutinni HPV detekce u nadord orofa-

ryngu je soucasti modernich klinickych
doporucenych postupud. Nejvyssi pro-
gnostickd vyznamnost byla prokazéna
pro detekci transkripéné aktivni virové
infekce pomoci HPV mRNA (nejcastéji
HPV 16 E6 mRNA) [8]. K detekci HPV je
mozné pouzit celou fadu dalsich labo-
ratornich technik, pro spolehlivé sta-
noveni by mélo byt kombinovano vice
metod. V soucasnosti je pouzivano kla-
sické PCR k detekci HPV DNA, RT-PCR
kvantifikujici virovou néloz nebo dete-
kujici transkripcné aktivni virovou in-
fekci pomoci E6/E7 mRNA, typové spe-
cifickd DNA in situ hybridizace, detekce
sérovych protilatek proti virovym on-
koproteinllm E6/E7 nebo imunohis-
tochemicka detekce p16 (inhibitoru
cyclin-dependentni kindzy p16ink4a,
tumor supresorového proteinu). PCR
detekce HPV DNA v kombinaci s imuno-
histochemickou detekci p16 (velmi silné
korelujici s HPV statutem) nebo s de-
tekci HPV specifickych E6/E7 protilatek
jsou dnes doporucovany jako mozné
standardy pro urceni orofaryngealnich
nadorl asociovanych s HPV infekci [9].

Genetické rozdily HNSCC

rtiznych etiologii

Rozdilna etiologie se promita i do nej-
¢astéji detekovanych genetickych
mutaci a zménénych signaliza¢nich
drah. Velky posun znamenalo zavedeni
techniky whole-exome sequencing,
prvni prace u HNSCC byla publikovana
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v roce 2011 [10]. Expozice klasickym kar-
cinogenlim, jako jsou koureni a alkohol,
vede k postupnému hromadéni genetic-
kych zmén. Téméf vzdy je u této skupiny
nadord mutovan gen TP53, ktery kdduje
p53 protein, onkosupresorovy protein,
nékdy nazyvany,strazce genomu”. Za fy-
ziologickych podminek se jeho mnoz-
stvi zacina zvysSovat v odpovédi na stre-
sové stimuly nebo v pfipadé poskozeni
DNA. Nahromadéni vede k zastaveni bu-
nécného cyklu umoznujici DNA opravu
nebo spusti apoptotickou signaliza¢ni
kaskadu. Vétsina mutaci TP53 je tzv. mis-
sence mutace, kdy vznikd stabilni pro-
tein, ale s poskozenou vazebnou struk-
turou. Je prokazana korelace vyssiho
vyskytu mutaci TP53 a snizeni celkového
pfezivani, zvyseni procenta lokoregio-
ndlnich rekurenci a snizeni citlivosti na
terapii [11,12]. Druhy nej¢astéji muto-
vany tumor supresorovy gen u HPV ne-
gativnich HNSCC je CDKN2A (gen pro in-
hibitor cyklin-dependentni kinazy 2A),
poskozeny u zhruba 10-12 % na-
dort. Jeho dva alternativnim sestfihem
vzniklé proteiny (p14ARF a p16INK4A)
negativné ovliviuji funkci p53, zasa-
huji do regulace bunéc¢ného cyklu a sti-
muluji rdstovou progresi nadorovych
bunék.

Naopak u HPV pozitivnich nddoru je
spektrum nachdazenych genetickych
zmén podstatné mensi. Postihuje ze-
jména PIK3CA (katalytickd podjednotka
phosphatidylinositol 3-kindzy [13], jehoz
mutaci nachazime jen u 6-21 % HNSCC.
PIK3 je soucdsti signaliza¢ni drahy akti-
vované vazbou ligandu na povrchovy
membranovy receptor, napf. pro EGFR
(receptor pro epidermdlni rlistovy fak-
tor). EGFR je overexprimovan az u 90 %
HNSCC [14] a je v pfimé korelaci s vét-
$im mnozstvim lokdlnich rekurenci
a horsim celkovym pfrezitim pacienta.
Mnozstvi mutovaného PI3K pfimo kore-
luje s vyssim stagingem HNSCC, poten-
cuje bunécny rast, proliferaci a inhibuje
apoptézu. Daldi genetickou zménou na-
chézenou zejména v HPV pozitivnich
HNSCC je mutace TRAF3 (TNF recep-
tor-associated factor 3), ktery je sou-
Casti prirozené i specifické protivirové
imunitni reakce (HPV, EBV, HIV) a jehoz
inaktivace vede ke zvyseni NF-kB sig-
nalizace a inhibici apoptézy. Posledni

¢astou genetickou zménou u HPV+
HNSCC je amplifikace genu E2F1, tran-
skrip¢niho faktoru aktivujiciho bunécny
cyklus.

Biologické rozdily

Biologicka odliSnost HPV pozitivnich
a negativnich HNSCC funk¢né odrazi ge-
netickou podstatu a spocivd zejména
ve zvysené degradaci p53, inaktivaci
dréahy pRb (retinoblastomovy protein)
a v upregulaci p16. Nefunkénost onko-
supresorového proteinu p53 v druhém
kontrolnim bodu buné¢ného cyklu (ve
fazi G2) je prokdzana u vétsiny HNSCC,
molekuldrni podstata této poruchy
se vsak lisi. Na rozdil od HPV negativ-
nich HNSCC, kterd je téméf vzdy pod-
minéna mutaci genu, u HPV pozitivnich
je naopak p53 vazan virovym onkopro-
teinem E6, a tim je spusténa jeho degra-
dace. Bunécny cyklus se tak nezastavi
v druhém kontrolnim bodé, nemize
probéhnout oprava DNA a nem{ze ani
dojit ke spusténi apoptdzy mediované
p53. Regulace bunécného cyklu v prv-
nim kontrolnim bodé (v pfechodu mezi
fazi G1a S) je naopak narusena prostred-
nictvim pRb a cyklinu D1. HPV pozitivni
nadory orofaryngu vykazuji aktivaci bu-
nécného cyklu transkripénim faktorem
E2F, ktery je za fyziologickych podminek
vazan na Rb. Poté, co virovy E7 onkopro-
tein vytvoii komplexy s nizce fosforylo-
vanou formou onkosupresorového pro-
teinu pRb, dojde ke snizeni hladiny Rb
a jeho uvolnéni z vazby na E2F. Uvol-
nény E2F aktivuje cyklin E a CDK2 (cy-
klin dependentni kindzu 2). Je tak
umoznén prechod z G1 do S faze bu-
né¢ného cyklu. Zpétné je indukovana
overexprese CDKN2A genu, ktery ko-
duje p16 a p14. Za normalnich okolnosti
p16 inhibuje cyklin D1 a CDK1/6 (které
fyziologicky fosforylaci pRb uvolniuji
E2F) a zablokuje bunécny cyklus. V pfi-
padé HPV infikovanych bunék je ale pRb
inaktivovan v komplexu s E7 a nemize
jiz bunécny cyklus negativné ovliviovat
vazbou s E2F [15].

Klinicky vyznam HPV

Prestoze HPV velmi silné zasahuje
a ovliviuje bunécny cyklus, nadory vy-
kazujici vysokou aktivitu HPV maji lepsi
prognézu nez nadory s nizkym virovym

loadem nebo ty, které jsou HPV nega-
tivni. Pacienti s HPV pozitivnimi nadory,
prestoze maji Castéji metastatické po-
stizeni regiondlnich lymfatickych uzlin,
a tedy pokrocilejsi stadia, Iépe odpovi-
daji na chemoterapii, radioterapii i chi-
rurgickou lé¢bu. Klinickd odpovéd je
podminéna aktivaci imunitniho systému
proti HPV antigentm [16], tedy niko-
liv odliSnosti v samotném biologickém
chovani HPV pozitivnich a HPV negativ-
nich naddorovych bunék [17].

Zatim neni ale zodpovézena otazka,
pro¢ u mensi ¢asti pacientl HPV vyvola
chronickou infekci a nadsledné nado-
rové onemocnéni, pfestoze vétsina po-
pulace se s HPV infekci béhem Zivota
setkd, ale imunitni systém ji efektivné eli-
minuje a neumozni zadné dlouhodobé
obtize.

Imunitni systém u pacientt

s nadory hlavy a krku

Unikové mechanizmy

HNSCC nadorovych bunék

Pro rozvoj onemocnéni je zfejmé velmi
dulezité, ze nadorové buriky mohou
postupné vyvinout strategie, kterymi
dokazi uniknout dohledu imunitniho
systému. Nadorové buriky HNSCC tyto
mechanizmy vyuzivaji, i kdyz se jedna
0 zna¢né heterogenni skupinu na-
dor(. Vice nez u poloviny nadorG hlavy
a krku byla popsana unikova strategie
zplsobena sniZzenou expresi nebo Upl-
nou ztratou lidského leukocytarniho
antigenu I. tfidy (HLA 1) a/nebo naru-
$eni mechanizmu antigenni prezen-
tace, které jsou nezbytné pro zaha-
jeni u¢inné protinddorové odpovédi
zalozené na cytotoxickych T lymfocy-
tech [18]. DalS$im z moznych mechani-
zmU zpusobujicich nedostate¢nou imu-
nitni odpovéd' je schopnost HNSCC
nadorl potlacit expresi B7 kostimulac-
nich molekul (CD80 a CD86). Nizka ex-
prese kostimula¢nich molekul zna-
men4, Ze nadorové buriky nemohou
samy o sobé aktivovat protinddorovou
imunitni odpovéd, predevsim T lymfo-
cyty. Vyzkum poslednich let navic uka-
zal, Zze nadorové bunky jsou schopné
do nadorové tkané aktivné atrahovat
rizné populace imunosupresivnich
bunék. Imunosupresivni buriky aktivné
a velmi ucinné potlacuji protinddoro-
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vou imunitni reakci, a ,chrani” tedy na-
dorovou tkan pred utokem imunitniho
systému. Patii mezi né predevsim re-
gula¢ni T lymfocyty (Treg), myeloidni
supresorové bunky (MDSC) nebo na-
dorové makrofagy (TAM) [19]. V nepo-
sledni fadé dochdazi diky expresi inhi-
bi¢nich molekul (FasL, PD-L1 a PD-L2),
jez byly prokézany na nddorovych bun-
kach, k apoptdze ¢i utlumeni aktivova-
nych cytotoxickych lymfocyt a uvol-
néniinhibi¢nich faktort do nddorového
mikroprostiedi [20].

T lymfocyty a jejich viiv

na prognoézu pacientt s nadory

hlavy a krku

Ackoliv se protinddorové imunitni odpo-
védi Ucastni rlizné populace imunitnich
bunék, v soucasnosti se priklada nejvétsi
vyznam rdznym populacim efektoro-
vych T lymfocyt(, které jsou povazovany
za bunky majici klicovou roli v obrané
proti nadordm.

Mnoho studii zaméfenych na analyzu
zastoupeni lymfocytl infiltrujicich na-
dorovou tkan (tumor-infiltrating lym-
phocytes - TILs) u pacientl s rliznymi
typy naddorovych onemocnéni, véetné
HNSCC, prokazalo jasnou souvislost vy-
skytu TILs (predevsim CD3* T lymfocytd,
CD8* cytotoxickych lymfocytl a CD45R°*
pamétovych T bunék) s delsim preziva-
nim pacientt [21]. Pi blizsSim zkoumaniT
lymfocytt u pacientliv pokrocilém stadiu
onemocnéni HNSCC Reichert et al [22]
navic ukdzali, Ze nizka exprese ¢i Uplna
ztrata ( fetézce v CD3* T lymfocytech,
ktery ma kli¢ovou roli pro prenos signalu
do buniky, predikuje horsi prognézu, nez
je tomu u pacientd, ktefi maji expresi
( fetézce normalni. Dualezitost ( fe-
tézce byla potvrzena i dalsi studii, ve
které cirkulujici CD4* a CD8* T lymfo-
cyty a NK buriky vykazovaly niZsi expresi
tohoto fetézce na lymfocytech v krvi
pacientli s HNSCC v porovnani se zdra-
vymi kontrolami.Navic pacientisagresiv-
nimi nadory a ti, ktefi v poslednich dvou
letech prodélali relaps onemocnéni, ex-
Z vysledkd Hoffmanna et al [24] déle vy-
plyva, ze se dysfunkce imunitnich bunék
pacientl s HNSCC v pozdnich stadiich
onemocnéni netykd pouze nddorového
mikroprostiedi, ale také periferni krve.

U pacientl s pokrocilym onemocnénim
byly oproti zdravym kontroldm v peri-
ferni krvi pozorovany jak funk¢ni defekty
lymfocyt(, tak signifikantné vyssi podil
lymfocytd, které spontanné podléhaly
apoptoze.

Na rozdil od CD8* T lymfocytl neni
prognosticky vyznam dalSich populaci
imunitnich bunék, jako jsou B lymfo-
cyty, NK bunky, MDSC, makrofagy a po-
pulace pomocnych T lymfocytl (Th2,
Th17,Treg) zcela konzistentni a lisi se na
zdkladé typu nadoru ¢&i jeho stadia [21].
U nadort hlavy a krku byl jiz dfive po-
psan prognosticky vyznam rdznych
populaci CD4* T lymfocytl (jako jsou
CD4*CD25%, CD4*CD69" a CD4*FoxP3*
T bunky), které infiltruji nadorovou
tkan [25]. S lepsi prognézou byly spo-
jovany vysoké hladiny CD4*CD69*
bunék a zajimavé je, Ze vysoké pocty
CD4*FoxP3* T lymfocytll pozitivné kore-
lovaly s lepsi lokoregiondlni kontrolou
pacientl [25]. Pfitomnost FoxP3* T lym-
focytl v nadorové tkani u pacient(i s na-
zofaryngealnim karcinomem navic ko-
relovala s del3im pfezivanim a celkovym
bezptiznakovym prezitim [26]. Vysledky
studie Straussové et al [27] déle ukazaly,
Ze populace CD4*CD25"9"FoxP3* Treg
izolovand z nddorové tkané je schopna
inhibovat proliferaci CD4*CD25~ T lym-
focytd, pficemz tento efekt neni za-
visly na buné¢ném kontaktu, nybrz na
produkci cytokinG IL-10 a TGF-B. Uloha
Th17 lymfocyth byla jiz dfive velmi
dobfe popsana v souvislosti s autoimu-
nitnimi onemocnénimi, nicméné jejich
funkce v nadorech, v¢etné nadord hlavy
a krku, stale neni zcela jasna. Cast stu-
dii se pfiklani k nazoru, Ze je pfitom-
nost Th17 lymfocytd v nadorové tkani
pro pacienta prospésna, nebot zesiluje
protinddorovou imunitni odpovéd. Jiné
studie naopak tvrdi, ze Th17 bunky na-
pomahaji nddorové angiogenezi, ¢imz
umoznuji nddoru rast a $ifit se do vzda-
lenégjsich mist [21,28]. Pro objasnéni vy-
znamu Th17 bunék u pacientld s HNSCC
je nyni potfeba dalsi vyzkum, ktery by
byl zaméfen na blizsi prozkoumani me-
chanizm, kterymi tyto bunky pUsobi
v nddorovém mikroprostiedi, ¢i jakym
zplsobem muize naopak nadorové
prostiedi ovliviiovat jejich vznik nebo
zastoupeni.

Potencialni vliv HPV na imunitni
systém HNSCC pacientt

Unikové mechanizmy a HPV

Ve vétsdiné pripadud jsou bunky infiko-
vané HPV spontanné eliminovany imu-
nitnim systémem. Virus HPV vsak vyvinul
fadu mechanizm(, kterymi je schopen
lidsky imunitni systém obejit a vyvolat
perzistujici infekci, nezbytnou pro vznik
nadorového onemocnéni. HPV infikuje
keratinocyty, které exprimuiji virové pro-
teiny pouze minimalné, a tak bunky in-
fikované virem nejsou lyzovany. Diky
tomu neposkytuje HPV imunitnimu sys-
tému hostitele tzv. signdly nebezpedi,
které jsou k zahajeni ic¢inné imunitni od-
povédi zasadni.Vzhledem k tomu, Ze ne-
dochézi k lyze buriky, neuvoliuji se tak
ani prozanétlivé cytokiny, které jsou di-
leZitou slozkou pf¥i aktivaci a migraci
dendritickych bunék. Virus HPV se navic
nesiti krvi, takze je imunitnimu systému
vystaveno pouze malé mnozstvi repliku-
jiciho se viru, a ten se tak pro pacientlv
imunitni systém stdva témér neviditel-
nym. Dal$imi z moznych unikovych me-
chanizm( je schopnost HPV onkopro-
tein vyhnout se uc¢ink(m interferonu
typu |, ktery je v protivirové imunité kli-
¢ovou slozkou [29], ¢i schopnost viro-
vého E6 onkoproteinu blokovat diferen-
ciaci monocyttd do pfislusnych antigen
prezentujicich bunék [30]. HPV dokaze
také potlacit expresi hlavniho histo-
kompatibilniho komplexu tfidy | nebo
transportéru pro antigenni peptidy
(TAP) [29]. Tyto zmény dale snizuji pre-
zentaci virovych peptidd na povrchu na-
dorovych bunék. Z vysledkli Kanodia et
al [29] navic vyplyv4, ze virus HPV do-
kdze modulovat produkci chemokin(
(potlacit expresi MCP-1, omezit uvolrio-
vani IL-8 nebo CCL20) a prozanétlivych
cytokinU (snizit expresi IL-18) ¢i inhibo-
vat Th1 odpovéd posunem od Th1 smé-
rem k Th2 odpovédi.

Virus HPV a imunitni systém

Virus HPV infikuje epitelidlni tkané
a jeho zZivotni cyklus je tak zavisly na di-
ferenciaci epitelu hostitele. Na rozdil od
mukdzniho epitelu, ktery se nachazi na
ostatnich mistech bézné infikovanych
virem HPV 16 (cervix, anogenitalni ob-
last), je v orofaryngu dlazdicovy epitel ve
velmi tésném vztahu k lymfatické tkani,
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kterd ma klicovou imunologickou funkci
v obrané proti patogendm vstupujicim
do téla z vnéjsiho prostiedi. Je tedy prav-
dépodobné, Ze imunitni odpovéd'v oro-
faryngu namifena proti HPV bude od-
lisnd od imunitni reakce probihajici na
jinych mistech v organizmu.

Prestoze se ukazalo, ze HPV pozitivni
pacienti odpovidaji [épe na standardni
[é¢bu kombinujici chirurgicky zakrok
s radio- a chemoterapii, HPV pozitivni
nadorové linie byly k ozafeni a cispla-
tiné rezistentné&jsi v porovnani s HPV ne-
gativnimi burfikami in vitro. Nicméné
v in vivo pokusech na imunokompetent-
nich mysich se naopak prokdzalo, ze HPV
pozitivni nadory byly k radio- a chemo-
terapii citlivéjsi. Zajimavé je, Ze ani ra-
dioterapie ani cisplatina nedokazaly vy-
[éCit imunokompromitované mysi, coz
pfispiva k pochopeni, ze u HPV pozitiv-
nich pacientll hraje zasadni roli imunitni
systém [17]. | pfesto, Ze nedavno publi-
kované vysledky Kimpla et al [31] doka-
zuji zvysenou citlivost HPV pozitivnich
nadorovych linii k ozafeni, tato zjisténi
nevysvétluji, pro¢ maji lepsi prognézu
také HPV pozitivni pacienti [é¢eni pouze
chirurgickym zakrokem.

Z dosavadnich vysledkl vyplyva, ze
je nezbytné dlikladné porozumét vza-
jemné souhfe mezi adaptivnim imunit-
nim systémem, HPV a nddorovym mikro-
prostfedim, a to obzvlasté v souvislosti
s vyvojem novych lé¢ebnych postupl
zalozenych na aktivaci protinddorové
imunitni reakce. Kromé toho se studium
specifické imunity ukazalo byt vyznam-
nym prognostickym nastrojem u rliz-
nych typu nadord, a dokonce se uvazuje,
Ze by u nékterych nadorovych onemoc-
néni mohlo byt relevantnéjsim ndstro-
jem nez v soucasné dobé vyuzivany
,staging” nadort [32].

Vliv specifické imunity na vznik

a progresi nadori asociovanych

s HPV - Imunoprofilovani jako
prognosticky nastroj?

Efektorové T lymfocyty a jejich
prognosticky vyznam

Role specifické imunity v rozvoji neo-
plazii je stdle kontroverzni. Nicméné
studie provadéné na imunokompe-
tentnich mysich, v¢etné mysich mo-
deld s orofaryngealnim karcinomem,

dokazuji zdsadni vyznam specifické
imunity v obrané proti nadorlim a po-
tla¢eni nddorového rastu [17]. Také kli-
nickd data ukazuji, ze k rozvoji nadort
dochdzi ¢astéji u imunosuprimovanych
pacientl [33]. ZvySenad incidence HPV
a s nim asociovanych nador( byla pozo-
rovana napf. u HIV pozitivnich pacientd
a pacientl po transplantacich [34]. Bylo
prokazano, ze infiltrujici lymfocyty po-
tlacuji rlst nadorl a jejich pfitomnost je
asociovana s lepsi prognézou pacientt
s rdznymi typy nadort [35].

V soucasné dobé existuje nékolik
praci, které se zabyvaji analyzou imu-
nitniho systému v souvislosti s HPV
a s ohledem na celkové preziti ¢i pro-
gndézu pacienta. Aby dokdzali posou-
dit klinicky vyznam adaptivni imunity
na pacientovu prognézu, analyzovali
Wansom et al [36] periferni krev HNSCC
pacient(, v niz detekovali zvyseny vyskyt
CD8* T bunék a nizsi pomér CD4+/CD8*
T bunék u HPV 16 pozitivnich pacientd
ve srovnani s HPV negativnimi nadory.
Procento CD8* T lymfocytu se pfilis ne-
lisilo mezi skupinami kufdkd a nekurakd,
coz pfispiva k hypotéze, ze jsou rozdily
v zastoupeni CD8* T bunék pfipisovany
spise HPV infekci nez koufeni. Vzhledem
k tomu, Ze pfitomnost CD8" T lymfocytu
predikovala lepsi odpovéd na lé¢bu nez
samotny HPV status, dalo by se Fici, ze
by cirkulujici CD8* T lymfocyty mohly
slouzit jako prognosticky faktor a posi-
lenim adaptivni imunity by bylo prav-
dépodobné mozné pozitivné ovlivnit
prognézu HPV 16 pozitivnich pacientd.
V dalsi studii byl zjistén vyssi vyskyt pa-
métovych efektorovych a efektorovych
T bunék (oproti naivnim a pamétovym
centralnim T bunkam) u HPV pozitivnich
nadord ve srovnani s HPV negativnimi
nadory [37]. Podobnych vysledkd bylo
dosazeno na urovni genové exprese,
kdy vétsina HPV pozitivnich vzorkd vy-
kazovala profil odpovidajici silné spe-
cifické imunitni odpovédi v porovnani
s HPV negativnimi vzorky, kde pfevazo-
vala pfirozend imunita. Tato genové ana-
lyza se také ukazala byt ucinnéjsim pro-
gnostickym faktorem nez HPV status
samotny [38].

V ramci lepsiho porozuméni lokalni
imunitni odpovédi se nékteré studie za-
byvaly analyzou imunitnich bunék v na-

dorech in situ. Ve vétsiné pfipadu jsou
imunitni bunky v nadoru detekovany
pomoci imunohistochemickych metod
(IHQ), jejichz vyhodou je urceni pfesné
lokalizace bunék. Nevyhodou vsak je,
Ze nevypovida nic o jejich funk¢nosti ¢i
aktudlnim stavu. Fakt, ze je vyskyt CD8*
T lymfocytl povaZovan za pozitivni pro-
gnosticky marker, potvrdila u pacientt
s HNSCC také data Nasmana et al [39],
z jejichz vysledkd vyplyva, Ze infiltrace
nadoru CD8* T lymfocyty a vysoky podil
CD8*/FoxP3* T bunék pozitivné kore-
luje s klinickym stavem HPV pozitivnich
i HPV negativnich pacientl. Jak jiz bylo
popsano vyse, Wansom et al [36] de-
tekovali zvysené hladiny cirkulujicich
CD8* T lymfocytd v krvi HPV pozitivnich
pacientl. Pokud ale pouzili IHC znaceni
vzork( nddorové tkané, nevidéli zadné
rozdily s ohledem na HPV status.

Analyza populaci imunitnich bunék
v nddoru pomoci pratokové cytomet-
rie ukazala vyrazné vyssi zastoupeni leu-
kocyt(, a to zejména CD8* T lymfocyt(,
u HPV pozitivnich pacientd. Zajimavé
také je, ze tyto CD8* T bunky v HPV pozi-
tivnich nddorech mély navic schopnost
produkovat signifikantné vyssi hladiny
IFN-y a IL-17 v porovnani s HPV nega-
tivnimi vzorky. U ostatnich populaci
T bunék, jako jsou Th1 bunky, Treg, ¢i
Th17 bunky, nebyly pozorovany vyrazné
rozdily mezi HPV pozitivnimi a negativ-
nimi nadory [40].

Skupina Badoualové et al [41] pozo-
rovala vyznamné delsi celkové preziti
HPV pozitivnich pacientd, jejichz na-
dory byly silné infiltrovany PD-1*CD4*
a PD-1+CD8* T lymfocyty. Jiz diive bylo
publikovano, Ze exprese PD-1 receptoru
na T burikdch je spojovéna jak s aktivo-
vanym, tak i s takzvanym vycerpanym
fenotypem T bunék [42]. Badoualova et
al [41] prekvapivé zjistili, ze PD-1* T lym-
focyty infiltrujici HPV pozitivni nddory
exprimuji vyrazné vy3$si hladiny aktivac-
nich markerd HLA-DR a CD38, a nejde
tudiz o vycerpané bunky, jak autofi pa-
vodné predpokladali.

V soucasné dobé stéle nejsou k dis-
pozici studie, které by se zabyvaly de-
tailni analyzou funkce CD8* T lymfocytli
u HNSCC pacientd. Je potifeba ziskat vice
informaci o nddorovych a virovych an-
tigenech, které infiltrujici CD8* T lym-
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focyty rozpoznavaji, a poznat tak cile
imunitni odpovédi, které jsou dilezité
pro rast a prezivani nddorovych bunék.
To povede k vyvoji cilenych postupt pro-
tindadorové imunoterapie. Nejen kvan-
titativni, ale také kvalitativni analyza
imunitnich bunék v nddoru bude tedy
zasadni pro identifikaci novych, klinicky
relevantnich prognostickych faktor(.

Treg a jejich prognosticky vyznam

Treg patfi mezi CD4* bunky, jejichz
hlavni funkci je potlacovat potencidlné
nebezpecné autoreaktivni T lymfocyty,
které unikly centrdlni toleranci v thymu.
Tim brani vzniku autoimunitnich one-
mocnéni, nastoluji periferni toleranci
a udrzuji imunitni homeostazu. Vétsina
védeckych skupin zaméfujicich se na
analyzu nadorovych CD4* T lymfocytl
jako potencidlniho prognostického mar-
keru se zabyva také studiem Treg. Zdd se,
Ze se Uloha Treg v nddorové imunologii
li3i v zavislosti na typu a etiologii nddoru.
Na jednu stranu Treg potlacuji imunitni
odpovéd proti nddorové tkani a vy-
soké hladiny Treg jsou ¢asto spojovany
se Spatnou progndzou pacientd s riz-
nymi nddorovymi onemocnénimi [43].
Na druhou stranu byla pfitomnost Treg
popsdna jako pozitivni prognosticky
marker napf. u kolorektalniho karci-
nomu ¢i lymfoma [44,45]. Zvysené hla-
diny Treg byly popsany také v nadorové
tkéni a periferni krvi pacientek s cer-
vikalnim karcinomem a jejich zastou-
peni navic korelovalo s klinickym stavem
pacientek. Pokud v3ak byly Treg z pe-
riferni krve HPV 16 pozitivni pacientek
invitro depletovany, doslo k zesileni CD4*
T bunécné odpovédi vici E6 a E7 pepti-
ddim [46]. Uloha Treg u pacient(i s nadory
hlavy a krku neni zcela jednozna¢na.
Nékteré studie ukazuji pozitivni kore-
laci vysokého zastoupeni Treg v nddoru
s lokoregionalni kontrolou nadorového
rdstu [25]. Tuto hypotézu také podporuji
vysledky dalsich skupin, ve kterych za-
stoupeni Treg pozitivné koreluje s celko-
vym prezitim pacientd [47]. V soucasné
dobé se viak velky vyznam pfiiklada sta-
noveni poméru Treg a cytotoxickych
CD8* T lymfocytd. Data Nasmana et
al [39] uvadéji, ze pacienti s nadory infil-
trovanymi vysokym poctem CD8* T lym-
focytl a s vysokym podilem CD8*/Treg

méli delsi celkové preziti, a to jak ve sku-
piné HPV pozitivnich, tak HPV negativ-
nich pacientl. Zajimava je také studie
Boucka et al [48], v niZ autofi prokazali,
ze vysoké hladiny Treg v periferni krvi
v dobé diagn6zy mohou predikovat ¢as-
nou recidivu onemocnéni.

Systémova a lokalni T bunécna
HPV specificka odpovéd’

u pacientti s HNSCC

Systémova odpovéd’

Vzhledem k tomu, Ze nddorové bunky in-
fikované virem HPV mohou na svém po-
vrchu exprimovat antigeny odvozené
z E6 a E7 onkoprotein, nabizi se otazka
moznosti detekce specifickych T lymfo-
cytl namifenych proti témto antigentim.
Ukézalo se, Ze CD4* a CD8* T bunky speci-
fické k HPV 16 jsou skutecné castéji dete-
kovany v periferni krvi pacientd, ktefi jsou
HPV pozitivni, oproti HPV negativnim ¢i
zdravym kontrolam [49]. Napfiklad Heu-
sinkveld et al [49] testovali mononukledrni
buriky perifernikrve (peripheral blood mo-
nonuclear cells - PBMC) pacientd na pfi-
tomnost T lymfocytd specifickych k pepti-
ddim derivovanym z HPV 16 onkoprotein.
U 72z11 (63,6 %) HPV pozitivnich pacientt
detekovali specifickou HPV odpovéd, na
rozdil od HPV negativnich pacientd, kde
jich odpovidalo pouze 7 z 28 (25 %). Aviak
pouze u 5 ze 17 pacientll byla proliferacni
aktivita lymfocytl doprovazena produkci
IFN-y a prekvapivé Ctyfi z téchto péti na-
dord byly HPV negativni. Podobné Albers
nebo Hoffmann et al [16,50] detekovali
vys$sihladiny HPV 16 E7 specifickych T lym-
focytd u HPV pozitivnich pacientd ve srov-
nani s HPV negativnimi nadory a zdravymi
kontrolami.

Lokalni odpovéd’

Heusinkveld et al [49] déle studovali lo-
kalni odpovéd vyvolanou pfimo v na-
dorové tkani a metastatické uzliné, pfi-
¢emz specifickou T odpovéd zjistili skoro
u vsech pacientl s HPV pozitivnimi na-
dory, ale nebyli schopni ji detekovat
u zadného z HPV negativnich pacientd.
Vzhledem k tomu, Ze systémovou od-
povéd detekovali pouze u nékterych
pacient(, je evidentni, ze analyza pouze
samotnych PBMC neni dostacujici a je
nutné sledovat predevsim lokalni imu-
nitni odpovéd pfimo v nadoru. Pfi blizsi

analyze HPV 16 specifické T buné¢né od-
povédi se ukdzalo, ze sestdvala z reper-
todru CD4* pomocnych T lymfocytl typu
1a2,CD4* Treg a CD8* lymfocytl reagu-
jicich vG¢i nékterym HPV 16 E6 a E7 epi-
topdm. T lymfocyty z nadoru navic pro-
dukovaly spektrum Th1 a Th2 cytokinG,
jako jsou IFN-y, TNF-q, IL-4 a IL-5 [49].

Moznosti imunoterapie

pro HPV asociované nadory

V soucasné dobé probihd vyzkum
mnoha rlznych druhl imunoterapii ur-
¢enych pro lé¢bu pacientl s nadory
hlavy a krku. Vycet véech moznych pfi-
stupl by presahoval rdmec tohoto pre-
hledu, proto jsou zde uvedeny pouze
nékteré nazorné priklady (obr. 1).

Profylaktické typy vakcin jsou zalo-
Zeny na principu prevence vzniku virové
infekce v epitelidlnich bunkach pomoci
protilatkové odpovédi, kterd je namifena
proti virovym kapsidovym proteintm.
Nicméné strategie tohoto typu nejsou
ucinné pro lécbu jiz probihajici infekce
virem HPV nebo onemocnéni asocio-
vanych s touto infekci. V téchto pfipa-
dech vyzaduje |é¢ba aktivaci bunéc¢né
imunity, prevazné CD4+ a CD8* T lymfo-
cytl, které dokazi rozpoznat a elimino-
vat bunky infikované virem.

Pro vyvoj novych imunoterapeutic-
kych protokoll je nezbytné identifi-
kovat antigeny, které by byly pro dany
nador specifické a které by urcovaly spe-
cificitu poZzadované imunitni odpovédi.
Virové onkoproteiny E6 a E7 by mohly
byt vhodnym modelem nadorovych an-
tigenl z nékolika divodu. Jednak jsou
tyto virové proteiny pro télo cizi, a tudiz
vice imunogenni v porovnani s pro-
teiny télu vlastnimi, které jsou u nado-
rovych bunék ¢asto mutovany (napf.
protein p53). Ale také jsou exprimo-
vany vsemi burikami, které virus infiko-
val, a tudiz kazdym nadorem, ktery dany
virus indukoval. Vzhledem k tomu, Ze
jsou E6 a E7 proteiny vyzadovany pro
vznik a zachovéni maligniho fenotypu,
jsou nepretrzité exprimovany nadoro-
vymi burfitkami a zdd se byt nepravdé-
podobné, Ze by nadorové buriky tlumily
jejich expresi za u¢elem vyhnout se imu-
nitnimu systému [51].

Slibné vysledky pfinesla Il. faze kli-
nické studie testujici pfistup zalozeny
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Soucasné znalosti
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Obr. 1. Moznosti imunoterapie a dalSich Ié¢ebnych postupt u pacienti s nadory hlavy a krku.

V soucasné dobé je jiz zndma: A. role onkogennich vird HPV a EBV pfi vzniku nador( orofaryngu a nazofaryngu; B. byly identifikovany
imunologické markery na HNSCC a detekovany protilatky proti virovym antigentim; C. na zdkladé téchto studii se uvazuje, ze by imunitni
bunky mohly slouzit jako prognostické markery predpovidajici odpovéd na klasickou terapii. V soucasné dobé probihaji studie: A. urcujici
ptinos profylaktickych vakcin; B. probiha testovani jednotlivych imunoterapeutickych pfistup(, jako jsou terapeutické vakcinace, adop-
tivni transfer T lymfocytu ¢i blokovani inhibi¢nich molekul. Budouci vyzkum bude zaméren na: A. testovani kombinaci rdznych lé¢ebnych
pristupll vyuZivajicich potencialni synergicky efekt mezi imunoterapii a radio- a/nebo chemoterapii; B. vyvoj novych postupt a vyuziti
imunoterapie i v dal$ich fazich onemocnéni a pro jiné typy nadord.

na podani vakciny obsahujici HPV 16
E6 a E7 peptidy ve Freundové adjuvans,
kterd byla podavana pacientkdm s vul-
varni intraepitelidIni neoplazii (VIN).
Po 12 mésicich pozorovali autofi studie
kompletni klinickou odpovéd u 47 %
pacientek, pficemz u viech se jednalo
o T buné¢nou odpovéd indukovanou
podanim vakciny [52].

V soucasné dobé nejsou k dispozici
data z klinickych studii zaloZzenych na
principu HPV vakcin pro pacienty s na-
dory hlavy a krku. Nicméné pravé pro-
bihd hodnoceni klinické studie faze
| pro pacienty v pokrocilych stadiich
onemocnéni a po prokdazani recidivy
(v€. HNSCC pacientl) vyuzivajici terapii
na principu adoptivniho transferu, kde
jsou PBMC in vitro stimulovany peptidy

E6 a E7 (https://clinicaltrials.gov/ct2/
show/study/NCT00019110).

Adoptivni transfer jako 1é¢ebny po-
stup byl testovan také u pacientl s po-
kroc¢ilym nazofaryngedlnim karcino-
mem, ktery je znamy tim, Ze exprimuje
EBV (Epstein-Barr virus) antigeny. T lym-
focyty, které rozpoznavaly EBV anti-
geny, byly aktivovény a expandovany
pomoci autolognich EBV transformo-
vanych B bunék. Lécba byla pacienty
dobre snasena, pficemz 60 % pacienta
vykazovalo kontrolu progrese onemoc-
néni [53]. Podobny pfistup zaloZeny na
pfipravé T lymfocytl namifenych proti
nadoru byl popsan také u pacientl
s HNSCC [54].

Aktivace a proliferace T lymfocytd
vyvolané antigenem jsou regulované

mimo jiné také vazbou kostimula¢nich
a inhibicnich receptord. Signalizace pro-
stfednictvim receptorl ovliviiuje za-
hajeni, pribéh i celkovy vysledek imu-
nitni odpovédi. Pokud by na burikach
nebyly tyto inhibi¢ni molekuly exprimo-
vany, T lymfocyty by byly dlouhodobé
aktivované, coz by mohlo vést k po-
$kozeni tkani ¢i vzniku autoimunit. Nic-
méné v kontextu nadorové imunologie,
kde probiha specifickd imunitni reakce
proti nddorovym antigenlim, predsta-
vuji inhibi¢ni molekuly jednu z hlavnich
prekazek, protoze by mohlo dojit k na-
vozeni tolerance vi¢i naddoru. Bylo vy-
nalozeno mnoho usili na vyzkum blo-
kdtord téchto inhibi¢nich molekul
a jejich vyuziti se dnes zdda byt pfino-
sem pro léc¢bu pacientd s rlznym na-
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dorovym onemocnénim. Mezi dva nej-
zndméjsi a nejstudovanéjsi inhibi¢ni
T bunécné receptory patii CTLA-4 (cy-
totoxic T-lymphocyte-associated pro-
tein-4) a PD-1 (programmed cell
death-1), od nichz odvozené monoklo-
ndlIni protilatky jsou v soucasné dobé jiz
pouzivany v klinické praxi.

Vzhledem k vysledklim soucasnych
terapeutickych postupt a také faktu, ze
je konven¢ni lé¢ba ¢asto spojovana se
zna¢nymi nezadoucimi Ucinky, je po-
tfeba soustfedit pozornost na vyzkum
méné toxickych a lépe cilenych terapii.
S narlstajicimi znalostmi tykajicimi se
dysfunkci imunitniho systému pacientd
s nadory hlavy a krku a také diky pokro-
kdm v oblasti identifikace HNSCC nado-
rovych antigen( se vyuziti imunoterapie
zda byt atraktivnim lécebnym pfistupem
snad jiz blizké budoucnosti.
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PREHLED

Imunoterapie urotelialniho karcinomu
mocoveho méchyre — od BCG vakcin k cilené

imunoterapii

Immunotherapy of Urothelial Carcinoma of the Bladder — from BCG

Vaccines to Targeted Therapy

Matouskova M.

Urocentrum Praha

Souhrn

Zhoubné nddory mocového méchyre postihuji muze i zeny s vysokou prevalenci. Obvykle vy-
chazeji z urotelu a vice nez 3/4 z nich byvaji neinvazivni nddory mocového méchyre. Zakladni
lé¢ebnou modalitu predstavuje transuretralni resekce tumoru. Jeji role je nezastupitelna pfi
1é¢bé, ale i pfi stagingu naddord mocového méchyre. | u neinvazivnich nadorl je standardem
pokracovat lokalni profylaxi s cilem snizeni pravdépodobnosti rizika recidivy. Zatimco u ne-
mocnych s nizkym ¢i stfednim rizikem byva dostate¢na lokalni chemoprofylaxe, u vysoce riziko-
vych neinvazivnich nadorl preferujeme podani lokdlni imunoterapie pomoci Mycobacterium
bovis bacillus Calmette-Guerin (BCG) vakciny. U pokrocilych nddor(i spoc¢ivé farmakologické
ovlivnéni v chemoterapii samostatné nebo v kombinaci s lokoregiondlni I1é¢bou. Vysledky kli-
nickych studii dokladaji ucinnost novych pfipravka z oblasti imunoterapie i pro pokrocilé na-
dory mocového méchyre.

Klicova slova
nadory mocového méchyre — imunoterapie — BCG vakcina — kontrolni body imunitni reakce

Summary

Bladder cancer has high prevalence in men and women. Bladder cancer usually originates from
urothelium. More than 75% of cases are classified as non-muscle-invasive bladder cancer. Uro-
thelial bladder carcinoma is usually managed by transurethral resection of the bladder tumor.
Role of transurethral resection of the bladder tumor is also essential in bladder cancer staging.
Local prophylaxis is used in non-muscle-invasive bladder cancer to reduce risk of recurrence.
While local chemoprophylaxis is sufficient in low and middle risk patients, intravesical instilla-
tion of Mycobacterium bovis bacillus Calmette-Guerin (BCG) is preferred in high risk bladder
cancer. Chemotherapy alone or in combination with locoregional treatment is used in advan-
ced bladder cancer. New immunotherapy modalities have proven their efficacy in several clini-
cal studies in advanced bladder cancer.
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urothelial bladder cancer - immunotherapy - BCG vaccine - checkpoint inhibitor
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IMUNOTERAPIE UROTELIALNIHO KARCINOMU MOCOVEHO MECHYRE — OD BCG VAKCIN K CILENE IMUNOTERAPII

Uvod

Zhoubné nadory mocového méchyre
jsou 11. nejcastéjsi malignitou na svété [1].
CR se nachézi na 5. misté s incidenci
25,5/100 000 obyvatel, mezi zenami
pak na 3. misté. Incidence je ptiblizné
Ctyfnasobné vyssi u muzl nez u zen.
V mortalité patfi nddordm mocového
méchyte 14. misto ve svétovém mé-
Fitku. CR je pak na 19. misté [1]. V inci-
denci i mortalité v Evropé vede Spanél-
sko. V roce 2012 bylo diagnostikovano
vice nez 130 000 nadord mocového
méchyre ve svété, z toho 2 210 v CR
a pfiblizné 34 000 pacientl na nador
zemrelo [2,3].

Urotelidlni karcinomy nachazime ve
vice nez 90 % vsech nadord mocového
méchyre. Pfiblizné 70 % z nich nepfre-
chazi vrstvu muscularis propria, tyto na-
dory jsou oznacovény jako neinvazivni
nadory mocového méchyfe (non-muscle
invasive bladder cancer - NMIBC), pied
lety jsme také hovofili o ,povrchovych
nadorech méchyre”. Mezi NMIBC jsou za-
stoupeny kategorie Ta (70 %), T1 (20 %)
a Tis (10 %). Standardni primarni léc¢-

bou je stratifikovand transuretrdlni re-
sekce tumoru (transurethral resection
of bladder - TURB). Kromé vlastniho te-
rapeutického vykonu je nalezité prove-
deni nezbytné i pro nadorovy staging.
Pres nalezité provedenou TURB je vy-
soké riziko recidiv (az 70 %), ale i vy-
soké riziko progrese (az 30 %) do in-
vazivnich forem [4]. Z hlediska rizika
recidivy a progrese jsou tumory rozdé-
leny do skupin s nizkym, stfednim a vy-
sokym rizikem (tab. 1, 2). Pro vypocet
se pouziva nejcastéji skorovaci kalku-
lacka EORTC, dostupna na http://www.
eortc.be/tools/bladdercalculator/. Podle
miry rizika je postupovano pfi adjuvatni
|écbé. U pacientd s nizce rizikovymi tu-
mory jsou dostate¢né endoskopické
kontroly. U pacientl se stfredné riziko-
vymi tumory je indikovana dalsi intra-
vezikdIni chemoterapie nebo intravezi-
kalni imunoterapie Mycobacterium bovis
bacillus Calmette-Guerin (BCG) vakci-
nou. U pacientl s vysoce rizikovymi tu-
mory je optimalni podani intravezikalni
imunoterapie BCG vakcinou a v pfi-
padé selhani [é¢by BCG vakcinou nebo

Tab. 1. Riziko recidivy neinvazivnich nadort moc¢ového méchyre podle EORTC [4].

Skoére Pravdépodobnost
recidivy do roku (%)

0 15(10-19)

1-4 24 (21-25)

5-9 38 (35-41)

10-17 61 (55-67)

Pravdépodobnost Rizikova
recidivy do 5 let (%) skupina
31 (24-37) LR
46 (42-49)
MR
62 (58-65)
78 (73-84) HR

LR — nadory s nizkym rizikem, MR - stfedné rizikové nddory, HR — nddory s vysokym

rizikem

Tab. 2. Riziko progrese neinvazivnich nadorti moc¢ového méchyyie podle EORTC [4].

Skore Pravdépodobnost
progrese do roku (%)

0 0,2 (0-0,7)

2-6 1(0,4-1,6)

7-13 5(4-7)

14-23 17 (10-24)

Pravdépodobnost Rizikova
progrese do 5 let (%) skupina
0,8 (0-1,7) LR
6 (5-8) MR
17 (14-20)
HR
45 (35-55)

LR - nédory s nizkym rizikem, MR - stfedné rizikové nadory, HR — nadory s vysokym

jeji nedostupnosti mize byt navrZzena
cystektomie [5].

Intravezikalni lécba
Hledani cest, jak oddalit recidivu a pro-
gresi, vedlo k vyuziti intravezikaIni [é¢by.
Intravezikalni profylaxe ke snizeni recidiv
zacala byt pouzivéna v 60. letech minu-
Iého stoleti. Z cytotoxickych latek jsou do
dnesni doby v Evropé pouzivéany mito-
mycin C a farmorubicin, v USA jesté thio-
tepa. Z roku 1976 pochazi prvni prace
Moralese et al [6] s vyuzitim BCG vak-
ciny u neinvazivnich nadord mocového
méchyfe. Tato |éc¢ba se stala standar-
dem v adjuvantni |é¢bé NMIBC. Pfi srov-
nani s cytotoxickymi pfipravky se zda
byt Gc¢innégjsi v redukci recidiv, ale pre-
devsim ve sniZeni rizika progrese [7-9].
Pfi podani BCG vakciny predpokladame
odpovéd u 55-65 % papilarnich nadort
a az 70-75 % karcinoma in situ (CIS), na-
opak u 30-45 % pacientl s NMIBC mu-
Zeme ocekavat selhani BCG [7,10,11].
Pres kompletni odpovéd je mozné oce-
kavat recidivu ve vice nez 50 % [8].
Instilace BCG vakcinou preferujeme
u nemocnych s vysokym rizikem reci-
divy a progrese a u nemocnych s kar-
cinoma in situ. U nizko a stfedné riziko-
vych tumorl upfednostiujeme spise
podani lokalni chemoprofylaxe. Opti-
malni [écebny rezim pfi intravezikalni
imunoprofylaxi neni stale jednoznac¢né
urcen. V soucasné dobé zahajujeme po-
dani v induk¢nim rezimu, ktery zahrnuje
podani Sesti davek BCG vakciny. Na in-
dukéni rezim navazuje udrzovaci lé¢ba
v rozsahu 1-3 let. Od roku 2012 doslo
k celosvétovému vypadku ve vyrobé BCG
vakciny. Nedostatek ved| k alternativnim
feSenim u NMIBC a podani BCG vakciny
vyhradné v indukénim rezimu. Podle do-
stupnych informaci se zd3, Ze vyroba je
obnovovéna a BCG vakcina bude znovu
k dispozici nemocnym s NMIBC.
Intravezikalni Iécba je spojena s celou
fadou nezadoucich ucinkd. V soucas-
nosti poddvana cytostatika maji vel-
kou molekulovou hmotnost a prakticky
se nevstfebdvaji do cévniho fecisté.
Jejich nej¢astéjsimi vedlejsSimi ucinky
jsou chemickd cystitida a iritacni pfi-
znaky s ni spojené. Pfi aplikaci BCG je

rizikem nutné pocitat nejen s lokalnimi pfiznaky
(hematurie, chemickd cystitida, svras-
4596 Klin Onkol 2015; 28 (Suppl 4): 4595-45102




IMUNOTERAPIE UROTELIALNIHO KARCINOMU MOCOVEHO MECHYRE - OD BCG VAKCIN K CILENE IMUNOTERAPII

- e 4-%%» o Se
‘\‘2\‘{‘ :- (."/.}2

R/
BCG

A5

£ =

J

)

xR
== — = £ 2
B W =" a{"‘ ” urotelialni karcinom

Th1 CD4* T burky

protinadorova aktivita

nebunécna

p
IL-1, IL-6, IL-8,
TNF-a, GM-CSF
bunécna
CT8" T bunky protinadorova aktivita
A dendritické buriky
makrofagy
neutrofily
aktivované \1’
NK buriky
ThO CD4* T bunky
O
aktivované IL-2 /
; (8
makrofagy IL-12 M
IFN-y
—l

IL-4
IL-5
IL-10

Th2 CD4* T burika

.\

aktivované B burnky

N

Obr. 1. Mechanizmus uc¢inku BCG vakciny.

tély méchyr, obstrukce uretertl), ale i lo-
koregionalnimi (epididymitis, prostatitis,
absces ledviny, panevni lymfadenitida)
a systémovymi zivot ohrozujicimi stavy.
Systémové reakce zahrnuji febrilni stavy,
flu-like syndrom, alergické reakce, sep-
tické stavy, artralgie, cytopenie, BCG-itis
¢i BCG hepatitis. Vice nez 20 % pacient(
netoleruje podani BCG pro jeji neza-
douci Ucinky [9].

Pochopeni mechanizmu ucinku BCG
(obr. 1), pfestoze neni jesté zcela vycer-
pavajicim zplsobem popsan, a jeho jas-
nych limitaci je rozhodujici pro zlep3eni
ucinnosti 1é¢by. Po instilaci BCG dochazi
k vazbé BCG k fibronektinu exprimova-
ného urotelem. Tak se mykobakterie
stavaji soucdasti normalnich i nddorové

zménénych bunék. Disledkem je ak-
tivace urotelu s naslednou zanétlivou
reakci moc¢ového méchyre [12]. Na po-
vrchu urotelidinich bunék a antigen pre-
zentujicich bunék (antigen presenting
cell - APC) je pfitomny BCG antigen jako
soucast hlavniho histokompatibilniho
komplexu (major histokompatibility
complex — MHQ) Il. t¥idy, stimulujici CD4*
T lymfocyty a indukujici predevsim T hel-
per 1 (Th1) imunitni odpovéd [13]. Tento
komplex a robustni imunitni reakce na-
vozend BCG dokazuje masivni kratko-
doba sekrece cytokinG v moci, véetné in-
terleukin@ (IL)-1, IL-2, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10,
IL-12, IL-15, IL-18, interferon-inducible
protein (IP)-10, tumor necrosis factor a
(TNF-a), granulocyte-monocyte colony

stimulating factor (GM CSF) a interfe-
ron y (IFN-y) [14]. A¢koliv tloha kazdého
z cytokinu hrajicich néjakou roli v 1é¢bé
urotelialnich nadorl neni zcela jasna,
je ziejmé, Ze Th1 cytokiny (napf. IFN-y,
IL-2 aIL-12) jsou spojeny s BCG odpovédi,
naopak Th2 cytokiny (napf. IL-10 a IL-6)
koreluji se selhanim BCG [15]. Do pfi-
chodu BCG lé¢by nebyla k dispozici data
podporujici udrzovaci rezimy spociva-
jici v sérii kratkodobé reindukéeni 1é¢by
ve tfech mésic¢nich intervalech, tak jak je
doporucovéna SWOG (Southwest Onco-
logy Group) [16].

Dalsi moznosti je pouziti interfe-
ronu a2b. Interferony jsou glykopro-
teiny izolované v 50. letech minulého
stoleti, cenéné pro své antivirové vlast-
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nosti. Postupné byly izolovéany tfi typy
IFN-a (soucasné je celou skupinou inter-
ferona), IFN-3 a IFN-y. IFN-a a IFN-3 jsou
sdruzeny jako typ | interferond, naopak
IFN-y jako typ Il. Receptor typ | IFN ma
dvé soucdsti, IFNAR-I a IFNAR-II, které
postupné vazou a fosforyluji JAK mole-
kuly spoustéci kaskddu vedouci k tran-
skripci [17]. Rodina IFN-a vede ke sti-

mulaci NK bunék, navozuje odpovéd

MHC tfidy | a zvySuje rozpoznani protila-
tek [18]. Protinadorové vlastnosti umoz-
nuje pfimy antiprolifera¢ni efekt a kom-
plexni imunomodula¢ni efekt [17]. Oba
mohou byt s vyhodou uplatnény v 1écbé
nadorl mocového méchyre. Dostupné
v klinické praxi jsou IFN-a2a a IFN-a2b,
vice dat je k dispozici o IFN-a2b, at jiz sa-
mostatné, nebo v kombinaci s BCG, kde
je popsano synergni plsobeni. Efekt
BCG zdvisi na indukci objemu Th1 cy-
tokinového profilu a IFN-a2b mdze po-
tencovat Th1 imunitni odpovéd [14].
Ackoliv teoreticky je kombinace slibn3,
v klinické praxi jsou vystupy smisené.

Po dlouhd Iéta byl uplatiovéan u IFN-a
pfedevsim jeho antiproliferativni efekt.
V mensi mife navodi pfimo apoptézu
nadorovych bunék. IFN-a nezévisle in-
dukuje TNF-related apoptosis-inducing
ligand (TRAIL) expresi UM-UC-12 urote-
lidInich nddorovych bunék [18,19], kterd
nasledné spousti apoptézu bunék s ex-
presi pfislusného receptoru. K bunééné
smrti dochazi v disledku Fas-associa-
ted protein s FADD (death-domain) za-
vislé na aktivaci DISC (death inducing
signaling complex) a naslednou aktivaci
kaspazy-8. IFN-a mUze stimulovat TARIL
mRNA a aktivovat aktivni TRAIL protein
neutrofild a monocytd, tim indikuje apo-
ptotickou aktivitu proti TRAIL senzitiv-
nim leukemickym bunéénym liniim [18].
Apoptoticky ucinek IFN-a vsak neni
omezen pouze na TRAIL, spise ovliviuje
kaspazu-8 jednak cestou zavislou na re-
ceptoru pro buné¢nou smrt, ale i cestou
nezdavislou. BCG, podobné jako IFN-a,
prokdzal, Ze indukuje TRAIL, a to kore-
luje s odpovédi pacientd na lé¢bu BCG.
Zaroven to vyvolalo zédjem o spole¢ny
vyzkum. Dal$im pfimym efektem IFN-a
je zvyseni cytotoxicity CD4* T lymfocytl
a zvyseni rozpoznani antigen(l zvysenou
expresi MHC tfidy | [19-21]. Rovnéz bylo
popsano piimé potlaceni proliferace in-

dukci tumor supresorovych gend a in-
hibici nddorovych onkogent [19,22].
Bylo popséno i vyznamné snizeni angio-
geneze v lidském urotelu pfi a po lé¢bé
IFN-a2b, ktera nasledovala po transuret-
ralni resekci povrchovych nadori moco-
vého méchyre [23].

Vyuziti monoterapie IFN-a2b v |é¢bé
karcinomu mocového méchyre bylo stu-
dovano nékolika skupinami. Glashan
publikoval v roce 1990 data z randomi-
zované kontrolované studie zkoumajici
rezimy IFN-a2b s vysokou (100 x 10° IU)
a nizkou davkou (10 x 10° 1U) u pacientt
s CIS [24]. Pacienti byli IéCeni jednou
tydné po dobu 12 tydna a nasledné jed-
nou mési¢né po dobu jednoho roku.
Uplna odpovéd byla sledovana u 43 %
pacientd ve skupiné s vysokou davkou
a u 5 % pacientl ve skupiné s nizkou
dévkou. U pacientl ve skupiné s vyso-
kou davkou, ktefi dosahli Uplné odpo-
védi, bylo 90 % pacientld bez znamek
onemocnéni po pouhych Sesti mési-
cich sledovani. Hlavnimi nezadoucimi
ucinky byl flu-like syndrom (8 % u nizké
davky a 17 % u vysoké davky). Nevysky-
tovaly se ale irita¢ni symptomy, které
jsou casto sledovany u lé¢by BCG. Kdyz
byli IFN-a2b 1é¢eni pacienti po selhani
BCG lécby, u 8 z 12 pacientd doslo k re-
kurenci onemocnéni po tfech mésicich
sledovani a pouze 1 z 12 pacientl byl
bez zndmek onemocnéni po 24 mési-
cich [25]. Jak bylo jiz vy3e popsano, an-
tiprolifera¢ni a imunomodula¢ni efekt
IFN-a se nabizel pro kombinaci s BCG
lé¢bou. Klinické vyuziti kombinace
IFN-a2b a BCG bylo zpo¢atku zkoumano
u BCG refraktornich pacientd a nasledné
i u BCG naivnich pacientt [26-30].

Jinou moznosti je podani interleu-
kinu 2 (IL-2), jehoz objev a popis byl jed-
nim ze zdsadnich objevl na poli imuno-
logie. Pfed jeho objevenim existovalo
pfesvédceni, Zze lymfocyty jsou dife-
rencovany a nejsou schopny dalsi pro-
liferace [31,32]. Od objevu faktu, ze
IL-2 zprostfedkovava kontrolu rlstu
T lymfocytd v bunécnych kulturach, byly
déale odhaleny podrobnosti mechani-
zmu jejich fungovani. Relativné ¢asné
byl uskute¢nén objev, ze IL-2 zvySuje
produkci cytotoxickych lymfocytd, které
jsou schopny navodit lyzu nadorovych
bunék, zatimco usetfi zdravé buriky. Tyto

IL-2 aktivované lymfocyty dostaly ozna-
¢eni lymphokine-activated killer” (LAK)
a védci se domnivali, Ze hraji velkou roli
v protinddorové imunitni reakci [33].
Dale bylo zjisténo, Ze IL-2 posiluje cy-
totoxickou aktivitu NK bunék a mono-
cytl [34]. Dokonce bylo zjisténo, ze IL-2 je
dulezitym faktorem pro aktivaci B lym-
focytd [35]. Kdyz byly popsény cytoki-
nové profily CD4* Th1 a Th2 lymfocytd,
bylo zjevné, ze IL-2 je cytokinem produ-
kovanym prevazné Th1 lymfocyty [36].
Pravé cytotoxické protinadorové vlast-
nosti lymfocytd indukované IL-2 udélaly
z IL-2 vhodnou latku pro imunologické
ovlivnéni nddorovych onemocnéni.
Zajem o vyuziti IL-2 u karcinomu mo-
¢ového méchyre stoupl poté, co néko-
lik badatelli odhalilo zvysené hladiny
IL-2 (spolu s ostatnimi cytokiny) v moci
pacientt |é¢enych BCG, coz naznacovalo
imunomodulaéni u¢inek BCG [37]. Také
bylo zdokumentovano zvyseni exprese
receptoru pro IL-2 na T lymfocytech
v modi u pacientll 1écenych BCG [38].
Zvysené hladiny IL-2 v moci rovnéz kore-
luji s odpovédi na [é¢bu BCG. To podpo-
ruje domnénku, ze Th1 cytokinovy pro-
fil mGze souviset s ptiznivou odpovédi
na BCG [14]. Dale také zvysené hladiny
IL-2 pozorované u pacientu s instilova-
nym BCG naznacuji lokaIni a i systémo-
vou imunitniodpovédna lé¢bu [39].Vyse
popsané nalezy vedly k zavéru, Ze IL-2 by
se dal [é¢ebné vyuzit u karcinomu mo-
¢ového méchyfe. Nicméné nepfiznivy
bezpecnostni profil systémové podava-
ného IL-2 ved| k jeho vyuziti pouze jako
|é¢by intravezikalni. Zpravy o intravezi-
kalnim pouziti IL-2 odhaluji vyznamné
pfiznivéjsi bezpecnostni profil a pro-
kazuji i jistou miru Ucinnosti bud' v mo-
noterapii, ¢i v kombinaci s BCG [40-43].
Den Otter et al podavali samotny IL-2 in-
travezikalné po nekompletni transuret-
ralni resekci T1 papilarniho urotelialniho
karcinomu, grade I-Il a prokazali regresi
Iézi u 8 z 10 pacientd [44]. Dalsi vyzkumy
se zaméfily na vyvoj rekombinant-
niho kmene BCG, ktery by produkoval
IL-2 [45,46]. Zvifeci modely, které tento
postup vyuzily, ukazaly, ze kmeny BCG
produkujici IL-2 v porovnani s normal-
nimi kmeny BCG zvysily produkci IFN-y,
vedly k pfiznivéjsimu poméru IFN-y vici
IL-4, vylepsily antigenspecifickou proli-
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Obr. 2. Mechanizmy tniku bunék pied kontrolou imunitniho systému.
APC - antigen prezentujici burika, MHC — major histocompatibility complex, TCR — T bunécny recptor

feraci, zvysily protinadorovou cytotoxi-
citu a vedly k Th1 cytokinovému profilu
i u imunosuprimovanych ¢&i IL-4 trans-
gennich mysi (to jsou dvé podminky, jez
favorizuji Th2 odpovéd) [45,47]. Vzhle-
dem k tomu, Ze IL-2 hraje zasadni roli
v Th1 odpovédi, dozajista zlistane v ob-
lasti zajmu pro imunoterapii karcinomu
mocového méchyre.

Nemalé nadéje jsou vkladany i do
IL-10 a IL-12. Dalsi studie potvrzu-
jici uc¢innost jsou ale nezbytné. Nic-
méné jiz nyni se ukazuje velky po-
tencidl monoklondlni protilatky proti

IL-10R1 (anti-IL-10RT mAb), kterd ne-
jenze vykazuje mistni kontrolu onemoc-
néni, ale potencidlné mize navodit sys-
témovou imunomodulaci pro prevenci
metastatického karcinomu méchyfre.

Systémova lécba

Na rozdil od neinvazivnich nadord, kde
je podani BCG vakciny jiz dlouho pova-
zovano za standardni postup, u pokro-
¢ilych nadord moznosti imunoterapie
teprve hledaji své misto. Do soucasné
doby nebyla BCG vakcina jinou latkou
prekondna, at se to tyka schopnosti sni-

Zit riziko rekurence onemocnéni, ¢i pro-
grese. Naopak limitujicim faktorem BCG
vakciny je bezpecnostni profil a moz-
nost vyskytu zavazné toxicity. Navic stéle
existuje skupina pacientli (kolem 30 %),
ktefi na 1é¢bu BCG nezareaguji a dojde
u nich k progresi onemocnéni v inva-
zivni formu zasahujici do detruzoru.

Diskutuje se o vyuzZiti genové |écby,
toll-like receptorli a agonistd, virové
[écby, terapeutickych vakcin, rdznych
cytokinl ¢i monoklondlnich protilatek
proti kontrolnim boddm imunitni reakce
(checkpoint inhibitors).
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Lécba onkolytickymi viry vyuziva
modifikované viry, které zpUsobi sebe-
destrukci nddorovych bunék a tak na-
vodi vys$si imunitni odpovéd pravé
proti nadoru. Jednim z pfikladu je napf.
CG0070, coz je onkolyticky adenovirus,
ktery rovnéz exprimuje imunitni od-
povéd stimulujici cytokin GM-CSF. Ten
déle zvysuje protinadorovou imunitni
reakci. V soucasné dobé probiha stu-
die faze I/ll, ktera zkouma intravezikalni
podani CG0070 u pacientl s CIS moco-
vého méchyre ¢i pacientl s NMIBC s CIS
méchyfe, u kterych selhala Ié¢ba BCG
(NCT01438112).

Vyuziti terapeutickych vakcin je stale
ve stadiu vyzkumu. Tyto vakciny jsou na-
vrzeny tak, aby vybudily imunitni od-
povéd organizmu proti nddorové spe-
cifickym antigentim ¢i s nddorem spo-
jovanymi antigeny. Tim dojde k posileni
utoku na nadorové burky nesouci tyto
antigeny. V soucasné dobé bézi néko-
lik studii, které aktivné nabiraji pacienty.
Jednou z terapeutickych vakcin je
HS-410, vakcina vyrobend z bunécnych
linif lidského karcinomu mocového mé-
chyfe, které byly ozafeny a zménény tak,
aby exprimovaly rozpustny gp96, to je
chaperon, ktery pfedklada vice nado-
rovych antigenl imunitnimu systému
a tim podporuje imunitni odpovéd. Dalsi
vakcinou ve fazi ¢asného klinického vy-
zkumu je napt. DEC-205-NY-ESO-1. Tato
vakcina mlze pomoci vytvofit imunitni
odpovéd proti nddorovym burikam,
které exprimuji testikularni nadorovy an-
tigen (cancer-testis antigen) NY-ESO-1.

Cytokiny jsou molekuly, které poma-
haji kontrolovat rdst a aktivitu bunék
zapojenych v systémové imunitni od-
povédi. Jejich kombinace s mono-
klonalnimi protilatkami, tedy mo-
lekulami, které plsobi na specificky
antigen nadoru, mlze zvysit aktivitu
imunitniho systému. Jednim z piikladd
je ALT-801 - fuzni produkt IL-2 a pro-
tildtky rozpoznavajici peptidy na povr-
chu nadorové burky. Dvé studie faze I/Il
zkouseji ALT-801 v kombinaci s gem-
citabinem u pacientd NMIBC, u nichz
selhala lé¢ba BCG (NCT01625260),
a v kombinaci s gemcitabinem a cispla-
tinou u pacientd s nddorem mocového
méchyre prorlstajicim do svaloviny
(NCT01326871).

Asi nejblize klinickému vyuziti, diky
Uspéchlm v jinych terapeutickych ob-
lastech, jsou monoklonalni protilatky
proti kontrolnim bodim imunitni
reakce. Plejdda genetickych a epigene-
tickych zmén, ktera provazi rozvoj na-
dor(, vytvafi riznorodou sadu antigend,
které imunitni systém vyuziva pfi roz-
poznéavani nadorovych bunék od jejich
normalnich protéjska. V pfipadé T lymfo-
cytd je sila odpovédi, jez je spusténa roz-
poznanim antigenu receptorem T lymfo-
cytl (T-cell receptor — TCR), a jeji kvalita
zavislad na rovnovaze mezi kostimulac-
nimi a inhibi¢nimi signaly, tj. kontrol-
nimi body imunitni reakce.V normalnich
podminkach jsou tyto kontrolni body
zasadni pro udrzeni imunitni odpovédi
pod kontrolou, aby neposkodila vlastni
zdravé bunky. Kontrolni body jsou tedy
zasadni v rozvoji autoimunity. Nadorové
buriky naopak disponuji fadou mecha-
nizm(, diky kterym dokazou uniknout
kontrole imunitniho systému (obr. 2).
Snizenou produkci kostimulacnich mo-
lekul dochazi k anergii T lymfocyt(. Dal-
$im vysledkem zmény v apoptotické
signdlni draze je také inhibice indukce
apoptdézy. Naopak vyssi expresi inhibic¢-
nich molekul, jako jsou CTLA-4 (cytoto-
xic T-lymphocyte-associated antigen-4)
nebo PD-1 (membranovy protein pro-
gramované bunécné smrti, program-
med cell death-1) na T lymfocytech,
vede k Utlumu aktivace T lymfocyt( a je-
jich anergizaci, coz je pravé pfirozeny
mechanizmus predchazejici autoimunit-
nimu onemocnéni.

V soucasné dobé jsou do praxe uva-
dény monoklonalni protilatky proti in-
hibi¢nim molekuldam CTLA-4, PD-1
a PD-L1 (programmed cell death li-
gand 1). CTLA-4 je receptor na povr-
chu T lymfocytu. Pokud dojde k vazbé
ligandu (CD80 nebo CD86) na CTLA-4 re-
ceptor pfi vazbé antigen prezentu-
jici buniky, dochazi k potlaceni imunitni
reakce organizmu (downregulace). Pro-
tildtky, které brani vazbé ligandu na
CTLA-4 receptor, tedy brani zastaveni
protinddorové imunitni odpovédi. Dal-
$imi molekulami, které umime ovlivnit,
jsou PD-1 a PD-L1. Signalni drdha pres
kontrolni bod PD-1 slouzi jako jista za-
lozni drdha pro drdhu prostfednictvim
CTLA-4. Pokud dojde k vazbé receptoru

PD-1 se svym ligandem (napf. PD-L1),
dojde rovnéz k omezeni imunitni od-
povédi. Protildtky proti PD-1 tedy brani
vazbé ligandu na tento receptor a tim
zachovavaji funkéni protinddorovou
imunitni odpovéd prostifednictvim
T lymfocytl. Nadorové bunky jsou také
schopny vytvofrit pravé inhibi¢ni mo-
lekuly PD-L1 a PD-L2. Protilatky proti
témto inhibi¢nim molekuldm tedy za-
brani jejich vazbé na PD-1, a tim opét za-
chovavaji funkéni protinadorovou imu-
nitni odpovéd [48,49].

Nasledujici protilatky jsou v souc¢asné
dobé uvedeny na trh v rliznych indika-
cich ¢i jsou blizko ke schvaleni. U viech
probihaji i studie v 1é¢bé karcinomu mo-
¢ového méchyre (tab. 3) [50].

Atezolizumab (MPDL3280A, Roche/
/Genentech) byl testovédn ve studii
faze | u pacientl s dfive lé¢enym meta-
statickym karcinomem mocového mé-
chyie (NCT01375842). Vysledky z této
studie jsou slibné, kdyz 43 % pacientu
s PD-L1 IHC 2/3 doséahlo objektivni od-
povédi a u pacient(, ktefi dosahli od-
povédi, byl pfinos z |é¢by delsi [51].
Dalsi studie faze Il nedavno zacala nabi-
rat pacienty (NCT02108652). Atezolizu-
mabu byl v ¢ervnu 2014 udélen ,Break-
through Therapy” status americkym
Iékovym ufadem (FDA).

Nivolumab (Opdivo, BMS) je proti-
latka proti PD-1 a ipilimumab (Yervoy®,
BMS) je protilatka proti CTLA-4 [52]. Obé
jsou v soucasné dobé testovany ve stu-
dii faze I/l u pacientl s rdznymi na-
dory véetné nadord mocového méchyre
(NCT01928394). Pacienti jsou randomi-
zovani na lécbu nivolumabem samot-
nym ¢i v kombinaci s ipilimumabem.

Pembrolizumab (Keytruda®, MSD) je
dalsi protilatka proti PD-1. Pembrolizu-
mab v monoterapii prokazal u PD-L1 po-
zitivniho pokrocilého karcinomu mo-
¢ového méchyre celkovou miru odpo-
védi 24 % (n = 7/29). U 10 % nemoc-
nych bylo dosazeno uUplné odpovédi
(3/29). V dobé analyzy trvala odpovéd
od 16+ do 40+ tydnQ, kdyz u Sesti ze
sedmi pacientl odpovidajicich na lécbu
Iécba pokracovala [53].

Durvalumab (MEDI4736, MedIm-
mune, AstraZeneca) je IgG1 lidskd mo-
noklonalni protilatka proti recep-
toru PD-L1, ktera brani vazbé PD-L1 na
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Tab. 3. Piehled klinickych studii s imunimunoterapii v 1é¢bé zhoubnych nadorii mocového méchyre (podle [50]).

Trida Latka Cil Faze Onemocnéni Studie

MPDL3280A PD-L1 Il 2. linie mBC NCT02302807
pembrolizumab PD-1 1l 2. linie mBC
pembrolizumab/BCG PD-1 I NMIBC NCT02324582
monoklondlni  nivolumab # ipilimumab PD-1CTLA-4 | 2. linie mBC NCT01928394
E;?::im?r:mﬁ nivolumap fcabozantinib + PD-L1 cMET/VEGFR2 | 2. linie mBC NCT02308943
boddim + ipilimumab CTLA-4

imunitni reakce MEDI4736 PD-L1 | 2. linie mBC NCT01693562
AMP-514 PD-L1 [ 2. linie mBC NCT02013804
MSB0010718C PD-L1 | 2. linie mBC NCT01943461
MGA271 B7-H3 | 2. linie mBC NCT01391143
agonisté imu- MEDI6383 OX40 | 2. linie mBC NCT02221960
nitni odpovédi MOXR0916 OX40 | 2. linie mBC NCT02219724
DN24-02 HER2/neu Il adjuvance NCT01353222
AdHER2 DC HER2/neu | . de.l:u\::r;seec NCT01730118
vakelny HS410 HSP gp96 [ NMIBC NCT02010203
PANVAC CEA a MUC-1 | NMIBC NCT02015104
MAGE-A3 MAGE-A3 Il adjuvance NCT01435356
Vakzﬁg'figi}':f;frzg;em NY-ESO-1 | 2. linie mBC NCT01522820
sdoptivni CAR NY-ESO-1 I (Nv%éggiicr:;iicvni) NCT01967823
Prenos Toungk  t-MAGE-A3-DPATCR MAGE-A3-DP4 il (ZM'/'\”(';T;RE(; NCT02111850

BCG - bacillus Calmette-Guerin, PD-1 - programed death-1, PD-L1 - programed death-ligand-1, HSP - heat shock protein,
CAR - chiméricky antigenni receptor, CTLA-4 — cytotoxicky T lymfocytarni antigen-4, NMIBC - neinvazivni nddor mocového
méchyie, mBC — metastatického karcinomu prsu, TCR - T bunécny receptor, DC - dendritickd burika

PD-1 a CD80. Durvalumab prokazal ¢as-
nou (pét tydnl od zahdjeni) a dlouhotr-
vajici aktivitu (> 56 tydn() u rdznych typ(
nadora (karcinom mocového méchyie
hodnocen nebyl) [54]. Durvalumab je
nyni zkousen i u karcinomu moc¢ového
méchyfe v monoterapii ¢i kombinaci
s tremelimumabem (protilatka proti re-
ceptoru CTLA-4) vs. standardni chemo-
terapie (NCT02516241).

Zavér

Imunoterapie predstavuje jednu z moz-
nych modalit |é¢by zhoubnych nadoro-
vych onemocnéni. Jeji uplatnéni v uro-
logické onkologii je spojeno s relativné
dlouhou tradici. Pres pfiznivou odpo-
véd je podani BCG u neinvazivnich na-

dorll mocového méchyie u pfiblizné
30 % nemocnych spojeno s rezistenci
vUci 1é¢bé a progresi nddorového one-
mocnéni. Ve snaze zlepsit odpovéd jsou
pfipravovany a zkouseny nové pfipravky
samostatné nebo v kombinaci se soucas-
nou imunologickou nebo cytotoxickou
Iécbou. Velmi slibné se zdaji pfipravky
ze skupiny monoklonadlnich protilatek
proti kontrolnim boddm imunitni reakce.
Na vysledky randomizovanych studii
a event. zac¢lenéni novych pripravkd do
lé¢ebného algoritmu budeme muset
vyckat.

Podékovani za pfipominky MUDr. Evé Vernerové
a MUDr. Milotovi z Ustavu imunologie 2. LF UK v Praze.
MUDr. Milota se podilel rovnéz na korektufe ¢lanku.
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Nezadouci uc¢inky moderni imunoterapie

’

a jejich reseni v klinické praxi

Side-effects of Modern Immunotherapy and How to Solve Them

in the Clinics

Lakomy R., Poprach A.

Klinika komplexnf onkologické péce LF MU a Masarykdv onkologicky Ustav, Brno
Oba autori se na prdci podileli stejnym dilem.

Souhrn

Vychodiska: Standardni 1é¢ba pokrocilého maligniho melanomu se v poslednich letech méni.
zaloZenou na protildtkach proti kontrolnim boddm imunitni reakce (tzv. checkpoint inhibi-
tory). Dnes standardné pouzivany ipilimumab (anti-CTLA-4 protildtka) dokazal vyznamné
prodlouzit celkového preziti a dosahl dlouhodobé kontroly onemocnéni u cca 20 % pacientd.
K dalsim perspektivnim preparatlim patfi anti-PD-1 protilatky (nivolumab, pembrolizumab,
pidilizumab) a anti-PD-L1 protilatky. Unikatni mechanizmus Ucinku je doprovazen novymi typy
imunitné podminénych vedlejsich pfihod. Cil: Shrnuti aktudlnich poznatk o toxicité protilatek
proti kontrolnim boddm imunitni reakce a navrh jejiho reseni v bézné klinické praxi.

Klicova slova
melanom — imunoterapie — ipilimumab - toxicita

Summary

Background: The standard treatment of advanced melanoma has been changing in recent
years. Palliative chemotherapy is being replaced by more efficient targeted therapies and
modern immunotherapies based on antibodies against checkpoints of the immune response
(so-called checkpoint inhibitors). Today’s standard ipilimumab (anti-CTLA-4 antibody) could
significantly prolong overall survival and achieved long-term disease control in about 20% of
patients. There are other perspective immune modulating agents, such as anti-PD-1 antibodies
(nivolumab, pembrolizumab, pidilizumab) and anti-PD-L1 antibodies. Unique mechanism of
action is accompanied by new types of immune-related adverse events. Aim: The aim of the
article is to summarize current knowledge about the toxicity of these antibodies and propose
solutions in routine clinical practice.

Key words
melanoma - immunotherapy - ipilimumab - toxicity
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NEZADOUCT UCINKY MODERNI IMUNOTERAPIE A JEJICH RESENTV KLINICKE PRAXI

Uvod

Lécba zaloZzena na monoklondlnich pro-
tilatkach proti kontrolnim bodlm imu-
nitni reakce je dnes povazovéna za pri-
lomovou metodu v onkologii. Vysledky
s anti-CTLA-4 (cytotoxicky T lymfocy-
tarni antigen-4) protildtkou ipilimu-
mabem u pokrocilého maligniho me-
lanomu znamenaly doslova revoluci
v protinddorové imunoterapii a byly
impulzem pro vyvoj novych protila-
tek zamérenych na dalsi kontrolni mo-
lekuly (tzv. checkpointy) [1,2]. Z nich
je nutné zminit protilatky proti recep-
toru programované bunécné smrti
(PD-1) — nivolumab, pembrolizumab, pi-
dilizumab a proti jeho ligandu (PD-L1) -
BMS-936559 a MPDL3280A (atezolizu-
mab) [3-7]. Vyhodou vyse uvedenych
preparatd je kromé jejich Ucinnosti také

Stupen toxicity
dle NCI-CTCAE v4.0

stupen 1 =)

jejich potencidlni univerzalnost, coz je
zasadni pro Siroké vyuziti u fady malig-
nit. Vyvoj a pouziti imunoterapie dosahly
zatim nejvétsich pokrok{ u pokrocilého
melanomu, ale v brzké dobé budeme
podobné lécit i nemalobunécny plicni
karcinom a dalsi nadory. Princip ucinku
checkpoint inhibitorl (anti-CTLA-4,
anti-PD-1 a anti-PD-L1 protilatek) spo-
¢iva v blokadé inhibi¢nich receptort na
burikdch imunitniho systému nebo na-
doru, a tim prolomeni tolerance imunit-
niho systému v(ci nadoru. Ipilimumab
plsobi spise na ,centralni drovni” v or-
génech lymfatického systému. Zde, po
prezentaci antigent dendritickymi bun-
kami, blokéddou inhibi¢niho CTLA-4 re-
ceptoru udrzuje aktivaci T lymfocytd,
ty pak putuji do nadorové tkané, kde
plni svoji funkci. Protilatky branici inhi-

Vstupni vysetieni a lécba

pokracovani v Iécbé s imunoterapii
+ vylouceni jiné pficiny (infekce, polékové,
progrese onemocnéni)

+ symptomaticka [é¢ba

preruseni lécby s imunoterapii

bi¢ni interakci mezi PD-1 a PD-L1/L2 na-
opak sekundarné potencuji efektorovou
slozku imunity ,periferné” pfimo v nado-
rové tkani. Prolomeni tolerance vici na-
doru vsak maze byt doprovazeno i ne-
zaddoucim prolomenim tolerance vUci
,hormalnim tkanim”, coz vede k ved-
lejsim Gcinkam, které se svym charak-
terem blizi autoimunitnim onemoc-
nénim - tzv. imunitné podminéné
vedlejsi tcinky (immune related adverse
events — ir-AEs). Vzhledem k vysoké cet-
nosti ir-AEs s rizikem rozvoje Zivot ohro-
zujicich komplikaci je nezbytna dosta-
te¢nd edukace pacienta a rodinnych
prislusnik. Nutna je také osvéta mezi
Iékafi prvniho kontaktu (RZP, prakticky
Iékaf, internisté, neurologové, dermato-
logové), ktefi se bézné s témito novymi
Iéky nesetkdvaji. Byla vypracovana do-

Dalsi postup a follow-up

- Castéjsi monitorace
« pfizhorseni: viz stupen 2-4

p¥i zlepseni do stupné 1 nebo baseline

+ vylouceni jiné pficiny (infekce, polékové,
progrese onemocnéni)

symptomatickd [é¢ba

pokud neni do tydne zlepseni, tak zvazit
p.o. kortikoidy (prednison

0,5-1 mg/kg/den)

stupen 2 =

vétsinou trvalé ukonceni lécby

s imunoterapii*

- zvazit hospitalizaci

- vylouceni jiné priciny (infekce, polékové,
progrese onemocnéni)

symptomaticka a podplirna Iécba
kortikoidy i.v. (metylprednisolon

1-2 mg/kg 1-2x denné) nebo

p.o. (prednison 1-2 mg/kg/den)**

stupein 3a4 =

ir-AE — imunitné podminéné vedlejsi ucinky

- v pfipadé nasazeni kortikoidl jejich pomalé
vysazovani (po dobu 1 mésice)

-+ pokracovani v |écbé s imunoterapii
(mozné pfi davce prednisonu
10 mg/den a méné)

- zvazit kontroly u specialisty dle povahy
ir-AE

p¥i zlepseni do stupné 1 nebo baseline,
kontrola symptomii
- pomalé vysazovani kortikoidd,
min. po dobu 1 mésice
- pokracovani v [é¢bé s imunoterapii je
mozné zvazit jen u vybranych toxicit
stupné 3* (napf. kozni exantém)
- kontroly u specialisty dle povahy ir-AE
pfi nezlepseni - pridani dalSiho imuno-
supresiva (infliximab, mykofenolat mofetil)

* Toxicity vyzadujici trvalé ukonceni lé¢by s ipilimumabem jsou uvedeny v tab. 1 (dle SPC).
** | ékova forma kortikoidu dle typu ir-AE, u akutnich a Zivot ohroZujicich stava je preferovano i.v. podani.

Schéma 1. Obecna doporuceni pro feSeni ir-AEs (immune-related adverse events).
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poruceni, jak pfi podezfeni na ir-AEs po-
stupovat. Casné zahajeni imunosupre-
sivni écby kortikosteroidy je zdsadnim
krokem ke zvladnuti pfihody, snizeni
morbidity a pfipadné i mortality, obecny
princip lé¢by ukazuje schéma 1. Pokud
nejsou kortikoidy dostate¢né ucinné, tak
se pridavaji dalsiimunosupresiva jako in-
fliximab nebo mykofenolat mofetil. Kvili
prekotnému vyvoiji protildtek a postup-
nému ziskavani zkusenosti nejsou do-
poruceni pro |é¢bu ir-AEs jednotna. Nej-
vice zkuSenosti mame s ipilimumabem,
proto se doporuceni pro tento |ék pouzi-
vaji i u dalsich checkpoint inhibitor(i. Se
ziskavénim dalsich zkuSenosti s 1é¢bou
ir-AEs, vyvojem novych protilatek a jejich
kombinaci (anti-CTLA-4 + anti-PD-1 pro-
tilatky) jsme svédky rtznych modifikaci
plvodnich postupt.

Vedlejsi ucinky ipilimumabu

Cetnost vedlejsich Gcink( ipilimumabu
je pomérné vysokad, v registracni studii
s davkou 3 mg/kg se pohybovala kolem
80-90 %. Nastésti slo ve vétsiné pripadu
o mirnou az stredni toxicitu (stupen
1 a 2). Zavazna (stupen 3) a zivot ohro-
Zujici toxicita (stupen 4) dle NCI-CTCAE
v3.0 (National Cancer Institute Com-
mon Terminology Criteria for Adverse
Events version 3.0) byla zaznamendana
u cca 20-25 % pacient( [1]. Aktudlné je
ve studiich pouzivana jiz nova klasifikace
NCI-CTCAE v4.0 [8]. K vedlejSim Gcinkiim
muze dojit jiz v pribéhu infuze nebo po
ni (nevolnost, zvraceni, teplota, bolesti
a toceni hlavy, vyrazka a svédéni klze),
jde vsak o ojedinélé a ve vétsiné piipadd
nezavazné reakce. Obecné je doporu-
¢eno preruseni infuze do Ustupu potizi,
pfipadné podani antihistaminik nebo
antipyretik a nasledné jeji opétovné
spusténi s pomalejsi rychlosti (pfiblizné
polovi¢ni) a monitoraci pacienta [9].
Pred dalsi aplikaci je vhodné zvazit pre-
medikaci antihistaminiky a/nebo anti-
pyretiky. Pfi vdzné reakci 3. a 4. stupné
(bronchospazmus, hypotenze, anafy-
laxe) je postup identicky jako pfi jinych
hypersenzitivnich reakcich a je dopo-
ruceno trvalé ukonceni |é¢by. Vice oba-
vané jsou vsak ir-AEs, které jsou nej-
Castéjsi a rostou s davkou. Pfi davce
3mg/kg se objevuji az u 60 % pacientd,
vazna ir-AE toxicita stupné 3 a 4 byla za-

znamenana u 10-15 % pacientt [1,10].
K nejc¢astéjsim ir-AEs patfi kozni toxicita
(vyrazka, svédéni kdze), enterokolitida
a prGjmy, endokrinopatie (hypofyzitida,
tyreoiditida) a elevace jaternich testq.
Imunitni systém vSak mdze napadnout
jakykoliv organ v téle (srdce, plice, led-
viny, nervovy systém, oci, hematopoe-
ticky systém a dalsi). Biopsie pak nej¢as-
t&ji prokaze infiltraci tkdné T lymfocyty,
pfipadné neutrofily [9]. Z ¢asového hle-
diska mlzeme nejdfive ocekavat kozni
toxicitu (po tfech tydnech), nasleduje
kolitida s prajmy (po péti tydnech), pak
jaterni toxicita (po 6-7 tydnech) a zpra-
vidla posledni byva endokrinopatie
(po 7-8 tydnech od zapoceti 1écby) [11].
Ir-AEs se ale mohou objevit i nékolik
tydnG a mésich po skonceni [é¢by, na
coz se nesmi zapominat. V dals$im textu
se budeme vénovat nej¢astéjSim ir-AEs
a jejich reseni.

Imunitné podminéna kozni toxicita
Kozni toxicita patfi k nejcastéjsim ir-AEs
(40-45 %) a obvykle se vyskytuje jako
prvni po 3. tydnu lé¢by s vrcholem
v 6. tydnu [1,11]. VétSinou jde o toxicitu
stupné 1 (postizeni < 10 % povrchu téla)
nebo 2 (postizeni mezi 10 a 30 % povr-
chu téla). Vazné toxicity (3. a 4. stupen)
jsou nastésti vzacné, v registracni stu-
dii byly jen kolem 1-2 %. Obvyklym
projevem jsou makulopapuldzni exan-
tém (20 %) a/nebo svédéni kize (25 %).
MuUze se také objevit vitiligo, které se ne-
Ié¢i (pouze kosmeticky problém), ale
pacient musi byt edukovan o ochrané
pfed UV zafenim. Puchyfe jsou uz pro-
jevem vazné reakce. Steven-JohnsonUv
syndrom a toxickd epidermalni nekro-
lyza se vyskytuji u < 1 % pacientl a jsou
dlvodem pro trvalé ukonceni [é¢by.
Exantém 1. stupné l|é¢ime lokal-
nimi kortikosteroidy (napf. betameta-
zon 0,1% krém), pfi sou¢asném své-
déni kiize je vhodné pfidat peroralni
(p.o.) antihistaminika a pokracujeme
v lé¢bé ipilimumabem. U exantému
2. stupné postupujeme stejné, jen dalsi
aplikaci ipilimumabu odlozime. Pokud
nedojde ke zlepSeni béhem 1-2 tydnd,
tak pfiddme p.o. kortikoidy (predni-
son 0,5-1mg/kg/den) a konzultujeme
stav s dermatologem. Po zlep3eni do
1. stupné pokracujeme v Ié¢bé ipilimu-

mabem [12]. Pii exantému 3. stupné
(postizeni > 30 % télesného povrchu)
prerusujeme Ié¢bu ipilimumabem, kon-
zultujeme dermatologa, zvaZzime hospi-
talizaci a kozni biopsii, zahdjime lé¢bu
intravendznimi (i.v.) kortikoidy (metyl-
prednisolon 1-2mg/kg/den) nebo p.o.
kortikoidy (prednison 1-2mg/kg/den).
Po zlepseni toxicity do stupné 1 korti-
koidy postupné vysazujeme, minimalné
po dobu jednoho mésice. Po Upravé
exantému do 1. stupné midzeme pokra-
Covat v [é¢bé ipilimumabem [12]. V pfi-
padé Zivot ohrozujici toxicity (stupen 4)
je postup stejny jako u 3. stupné, ale pre-
ferujeme i.v. kortikoidy a Iécba ipilimu-
mabem je trvale ukoncena. Ipilimumab
se také trvale ukoncuje pfi svédéni klize
3. stupné [13]. Algoritmus lé¢by kozni to-
xicity znazornuje schéma 2.

Imunitné podminéna kolitida

a prijem

Prjem indukovany ipilimumabem je
druhou nejéastéjsi autoimunitné pod-
minénou vedlejsi pfihodou. Zacina se
objevovat po 5. tydnu od zapoceti [é¢by.
Pfi davkovani ipilimumabu 3 mg/kg
se vyskytuje u cca 30 % pacientq, inci-
dence stoupd s davkou — 44 % pfi ddvce
10mg/kg i.v. [1,2,10]. Zavazny prdjem
nebo kolitida 3. a 4. stupné se v pfi-
padé davky 3 mg/kg vyskytly asi u 5-8 %
pacientd, u kolitidy byva nejcastéji po-
stizen sestupny tracnik [10]. Velkou hroz-
bou je pak moZnost vzniku strevni per-
forace s potencialné fatalnimi nasledky.
U prGjmu 1. stupné (do tfi stolic nad
béZny pocet — baseline) je postup symp-
tomaticky. Dle potfeby je mozné podat
loperamid 2mg p.o. a 4-6 hod, vyloucit
mléko a projimava jidla, dbat na dosta-
te¢nou hydrataci, patrat po jinych pfi-
¢inadch prdjmu (jiné polékové, infekénd,
dietni), sledovat pocet stolic, pfitom-
nost krve a hlenu ve stolici, bolesti bfi-
cha [12]. V 1é¢bé ipilimumabem pfi sta-
bilnim stavu mdzeme pokracovat. Pokud
dojde ke zhorseni do stupné 2 (4-6 sto-
lic nad baseline), tak musi byt 1é¢ba ipili-
mumabem prerusdena, patrdme po pfici-
nach, dalsi opatfeni jsou stejnd jako pfi
toxicité 1. stupné. Pii priijmech s krvi je
doporucovano zvazeni sigmoideosko-
pie k vylouc¢eni soucasné kolitidy. Pokud
dojde ke spontanni Upravé nebo zlep-
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Stupen toxicity
dle NCI-CTCAE v4.0

stupen 1

exantém s postize-
nim < 10 % povrchu
téla s/bez doprovod-
nych symptomu
(svédeéni, paleni,
sucha klze)

stupen 2

exantém s postize-
nim 10-30 % povr-
chu téla s/bez dopro-
vodnych symptoma
(svédéni, paleni,
sucha kdze)

stupen 3

exantém s postize-
nim > 30 % povrchu
téla s/bez doprovod-
nych symptom
(svédéni, paleni,
sucha kuze)

stupen 4

exantém s postize-
nim > 30 % povrchu
téla se zavaznymi
symptomy (puchyre,
ulcerace, nekrézy,
trvalé svédéni),
Steven-JohnsonGv
syndrom, toxicka
epidermalni
nekrolyza

Vstupni vysetieni a Iécba

pokracovani v Iécbé s imunoterapii

- vylouit jinou etiologii
« lokalni kortikoidy v masti
+ promastovaci krémy

antihistaminika p.o. nebo jiné
protisvédivé léky dle potreby

zvazit preruseni lécby s imunoterapii
na 1-2 tydny

vyloucit jinou etiologii

lokalni kortikoidy v masti

+ promastovaci krémy
« antihistaminika p.o. nebo jiné

protisvédivé |éky dle potieby

preruseni lécby s imunoterapii

zvazit hospitalizaci

vyloucit jinou etiologii

konzultace dermatologa, zvazit kozni
biopsii

zahdjit Ié¢bu s i.v. nebo p.o. kortikoidy
(metylprednisolon 1-2 mg/kg/den nebo
prednison 1-2 mg/kg/den)

trvalé ukonceni lécby s imunoterapii

- nutna hospitalizace, nejlépe na JIP,

podpurna terapie, infuze, korekce
vnitiniho prostredi

- vyloucit jinou etiologii

konzultace dermatologa, zvazit kozni biopsii
zahdjit 1é¢bu s i.v. kortikoidy - metylpred-
nisolon 1-2 mg/kg (1-2x denné) nebo
ekvivalentni jiny i.v. kortikoid,

po stabilizaci prevod na p.o. formu

CAVE - oportunni infekce

Dalsi postup a follow-up

- Castéjsi monitorace
« pfizhorseni: viz stupen 2-4

pti zlepseni do stupné 1 nebo baseline
- pokracovani v 1é¢bé s imunoterapif

pti pfetrvavani nebo zhorseni potizi

- zvazit nasazeni p.o. kortikoidl (predni-

son 0,5-1 mg/kg/den), konzultace derma-

tologa, po zlepseni postupné vysazovani

kortikoidl po dobu 1 mésice

- pii zlepseni do stupné 1 nebo baseline -
pokracovani v [é¢bé s imunoterapii

pfi zlepseni do stupné 1 nebo baseline
- pomalé vysazovani kortikoid{,

min. po dobu 1 mésice

== . mozno zvazit pokracovani v 1é¢bé

s imunoterapii (neplati, pokud byl pruritus
stupné 3)

- dispenzarizace u dermatologa

p¥i zlepseni do stupné 1 nebo baseline
- pomalé vysazovani kortikoid(,

min. po dobu 1 mésice

- dispenzarizace u dermatologa

Schéma 2. Doporuceny postup pfi vyskytu imunitné podminéné kozni toxicity (stupen 1-4).

$eni do 1. stupné toxicity, tak je mozny
navrat k ipilimumabu. Pokud ale prijem
stupné 2 trva i pres vyse uvedena opat-
feni vice nez 5-7 dni nebo se vraci, nebo
je pfitomna také kolitida dle sigmoideo-

skopie, tak pristupujeme k p.o. [é¢bé kor-
tikoidy (prednison 1 mg/kg/den nebo
ekvivalent) [9,13]. Po zlepseni stavu se
lé¢ba kortikoidy postupné vysazuje
(min. 1 mésic), po Upravé prijmu do

stupné 1 je mozné pokracovani v ipili-
mumabu. Pozor na rychlé vysazeni kor-
tikoidd, jinak hrozi riziko opétovného
zhorseni potizi a nedostatec¢ného efektu
nasledné eskalované davky kortikoidd.
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Stupen toxicity
dle NCI-CTCAE v4.0

stupen 1

< 4 stolice denné nad

béZny stav (baseline) =
asymptomaticka

kolitida

stupen 2

4-6 stolic denné nad
baseline

symptomatickd koli- —>
tida - kirece a bolesti

bficha, hlen a/nebo

krev ve stolici

stupen3 a4

7 avice stolic denné

nad baseline, inkonti-

nence stolice
symptomatickd koli-

tida - vazna nebo ->
trvala bolest bricha,

teplota, ileus, zndmky
peritonealniho

drazdéni

Vstupni vysetieni a lécba

» pokracovani v lécbé s imunoterapii
vylouceni jiné pficiny (infekce)

dietni opatreni (mléko, projimava a tu¢na
jidla)

symptomatickd |écba, hydratace

+ loperamid 2 mg p.o. dlp. (a 4-6 hod)

preruseni lécby s imunoterapii

na 5-7 dni

vylouceni jiné priciny (infekce)

- dietni opatfeni (mléko, projimavd a tu¢na
jidla)

- symptomatickd Ié¢ba, hydratace

loperamid 2 mg p.o. dlp. (@ 4-6 hod)

trvalé ukonceni lécby s imunoterapii

- nutna hospitalizace, dle stavu na JIP, pod-
plrna terapie, infuze, korekce vnitfniho
prostredi, parenterdlni vyziva

- vylouit jinou etiologii (Clostridium
difficile)

- vyloucit strevni perforaci, ileus, sepsi

konzultace gastroenterologa, zvazit

sigmoideoskopii

zahdjit 1é¢bu s i.v. kortikoidy - metylpred-

nisolon 1-2 mg/kg (1-2x denné) nebo

ekvivalentni jiny i.v. kortikoid

CAVE - oportunni infekce

* Infliximab neni vhodny v ptipadé stfevni perforace nebo sepse,
navic je potencialné hepatotoxicky.

Dalsi postup a follow-up

castéjsi monitorace: pocet stolic, krev
a hlen ve stolici, bolesti bficha,
stav hydratace, substituce iont(

pfi zhorsent: viz stupen 2-4

pti zlepseni do stupné 1 nebo
baseline
- pokracovani v 1é¢bé s imunoterapif
pti pfetrvavani nebo zhorseni potizi
- zvazit konzultaci gastroenterologa
a sigmoideoskopii (krev ve stolici)
- nasadit p.o. kortikoidy (prednison
1 mg/kg/den), po zlepseni postupné
vysazovat po dobu 1 mésice
- pfizlepseni do stupné 1 nebo
baseline mozné pokracovani v 1écbé
s imunoterapii

zlepseni stavu do 3-5 dni pfi zavedené

lécbé

- prevod na p.o. kortikoidy a pfi poklesu do
stupné 1 zahajit jejich pomalé vysazovéni
po dobu min. 1 mésice

- kontroly u gastroenterologa

+ zvysend monitorace (riziko névratu potizi)

stav nezlepsen do 3-5 dni pfi zavedené

lé¢bé nebo navrat potizi pfi vysazovani

kortikoidii a neefektivni eskalaci jejich
davky

- infliximab* 5 mg/kg i.v. a pokracovani
v i.v. kortikoterapii

- stav zlepsen - prevod na p.o. kortikoidy
a pfi toxicité stupné 1 jejich pomalé
vysazovani po dobu min. 1 mésice
(Iépe 6-8 tydni)

- stav nezlepsen - mozno opakovat inflixi-
mab 1x za 2 tydny nebo volit jiné imuno-
supresivum - mykofenoldt mofetil (davka
0,5-1,0 g i.v. 2x denné)

pokud se nedostavi lécebnd odpovéd -

konzultace Iékafli se zkusenostmi

z transplantologie

spoluprace s gastroenterologem

Schéma 3. Doporuceny postup pfi vyskytu imunitné podminéné kolitidy a prajmu (stupen 1-4).
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Pacienti s prijmy 3. a 4. stupné (> 6 stolic
nad baseline) a/nebo vaznou kolitidou
trvale ukoncuji 1é¢bu s ipilimumabem.
V dané situaci je indikovdna hospitali-
zace, patrani po jinych pficinach (Clostri-
dium difficile), zvazeni sigmoideoskopie,
vylouceni perforace stfeva s peritoniti-
dou, zahjeni reZimovych opatieni, kon-
troly vnitiniho prostfedi se substituci
iontl, parenterdlni podplrna hydra-
tace a vyziva. V medikamentézni l1é¢bé
jsou jednoznacné preferovany i.v. kor-
tikoidy (metylprednisolon 1-2mg/kg
1-2krat denné). Po zlepseni stavu pre-
chazime na ekvivalentni p.o. kortikoid
a pfi toxicité 1. stupné zahdjime jeho po-
stupné vysazovani, opét minimalné po
dobu jednoho mésice. Pokud ale nedo-
jde ke zlepseni symptom0 do 3-5 dni
po nasazeni vysokych davek i.v. korti-
koid(i nebo se pfi vysazovani kortikoid
potize vraceji a jiz na eskalované korti-
koidy nereaguiji, tak je pfi absenci sepse
indikovéna léc¢ba infliximabem (mono-
klonalni protilatka proti tumor nekroti-
zujicimu faktoru a) v dévce 5mg/kg i.v.
Infliximab je mozno pfi nedostate¢ném
efektu po dvou tydnech opakovat, pii-
padné podat jesté dalsi imunosupresi-
vum mykofenolat mofetil [9,11]. Pokud
veskera vyse uvedena lécebnd opat-
feni selhdvaji, tak Ize pfistoupit k pro-
vedeni ileostomie nebo v nejhorsim
pfipadé ke kolektomii (neovlivnitelné kr-
vaceni, stfevni perforace) [9]. Pokud se
naopak stav po aplikaci infliximabu sta-
bilizuje, tak l1écba s kortikoidy pokracuje
déle, s postupnym pomalym vysazova-
nim pfi poklesu do 1. stupné toxicity.
U pacientl se zavaznou kolitidou (ulce-
race, krvaceni) nebo nutnosti aplikace
infliximabu je doporu¢ovano kortikoidy
vysazovat jesté pomaleji nez obvykle,
a to 6-8 tydn(. Podrobny algoritmus
[é¢by uvadi schéma 3. Profylaktickd ap-
likace p.o. kortikoid(i (budesonid) ne-
méla vliv na incidenci prajmu [14].
Dle dosud publikovanych vysledkl se
zda, ze imunosupresivni |é¢ba korti-
koidy nasazend v pribéhu imunotera-
pie nema zasadni vliv na lé¢ebny efekt
ipilimumabu [14,15].

Imunitné podminéna hepatotoxicita
Jaterni toxicita zplsobena ipilimuma-
bem je sice vzacnéjsi nez predeslé imu-

nitné podminéné nezddouci ucinky
|éCby, ale i tato pfedstavuje potencialné
zivot ohrozujici pfihodu. Nastup to-
hoto ir-AE obvykle pfichazi po 6. tydnu
od zahdjeni lécby ipilimumabem, po
14. tydnu je jiz velmi vzacny [11]. Pokud
se dodrzuji veskerd doporuceni v dia-
gnostice a lécbé, je progndza pacientd
s timto typem ir-AE vyborna, k Upravé ja-
terniho souboru dochazi obvykle velmi
rychle po zahajeni pfislusné lécby - pri-
mérné do dvou tydnl [16]. Ve studii
3. faze s davkou ipilimumabu 3 mg/kg
u predlé¢enych pacientd s diseminova-
nym ¢i lokalné pokrocilym inoperabil-
nim malignim melanomem byl vyskyt
imunitné podminéné jaterni toxicity
vsech stupnd zaznamendn max. u 4 %
pacient(, stupen 3 se vyskytl jenu 1,1 %
pacientl a nebyl hlasen jediny pfipad ja-
terni toxicity stupné 4 [1]. V jiné studii
Ill. faze u nepredlécenych pacientd s po-
krocilym malignim melanomem, kde se
podaval ipilimumab (10 mg/kg) + da-
karbazin vs. dakarbazin + placebo, byl
viak vyskyt jaterni toxicity mnohem
vyssi v rameni s ipilimumabem. Hepa-
totoxicita jakéhokoliv stupné v tomto
rameni byla zaznamendna u cca 29 %
pacientd, 3. a 4. stupen pak u vice nez
15 % pacientll [2]. Je otazkou, zda se na
vyssi mife hepatoxicity podilela kombi-
nace ipilimumabu s dakarbazinem nebo
vyssi davka ipilimumabu. Urcitou odpo-
véd' na tuto otdzku poskytuji data ze stu-
die II. faze, kdy vyssi davka ipilimumabu
byla spojena s vyssim vyskytem jaterni
toxicity [10,17]. V této studii se podaval
ipilimumab v davce 10mg/kg predléce-
nym pacientlim s malignim melanomem
(neresekabilni lll. nebo IV. stadium), he-
patotoxicita vsech stupnud se vyskytla
u 9 % pacient(, stupen 3a 4 paku7,1%
z nich. Pacient s hepatoxicitou muze
byt asymptomaticky (v laboratofi ob-
vykle nachdzime elevaci ALT a/nebo AST
a/nebo bilirubinu), ¢asto si viak stéZzuje
na teploty, Unavu, nevolnost, Zloutenku,
zménu barvy stolice ¢i moce, nékdy své-
déni klize. Pri vy$etieni pacienta je nutny
peclivy odbéranamnézy k vylouceni jiné
noxy — houby, alkohol, kontakt s chemi-
kaliemi ¢i vliv soucasné medikace (napf.
paracematol a jiné). Pfi klinickém vyset-
feni miZe byt patrna kromé ikteru také
hepatomegalie, pacient je nékdy schva-

ceny, klinicky nalez viak mize byt i zcela
negativni. Vzdy je nutné u 2. a vyssiho
stupné hepatotoxicity vyloucit infekéni
pficinu, déle se odebiraji protilatky
proti nukledrnimu antigenu a proti mi-
tochondridlnimu antigenu (ANA, SMA).
TaktéZ je nutné vylouceni progrese ma-
ligniho onemocnéni pfislusnymi zob-
razovacimi metodami. U 3. a 4. stupné
toxicity se zvaZuje jaterni biopsie (typic-
kym nalezem pro hepatotoxicitu jsou
infiltrace jaterniho parenchymu T lym-
focyty, nékdy s nekrézou hepatocyt().
Na schématu 4 jsou patrné algoritmy
[é¢by a nasledného sledovéni pacientl
s touto toxicitou, véetné moznosti na-
vratu k ipilimumabu. Vieobecné plati, ze
pokud se vyskytne toxicita 4. stupné, tak
se |é¢ba ipilimumabem trvale ukoncuje.
U stupné 3 mlzeme zvazit ndvrat k 1écbé
ipilimumabem, pokud nejsou hladiny
AST a/nebo ALT vy33i nez osminasobek
horni hranice normy, u celkového bili-
rubinu pak pétindsobek horni hranice
normy. U téchto pacientl se k ipilimu-
mabu muUzeme vratit, pokud dojde k po-
klesu hladin AST ¢&i ALT nebo celkového
bilirubinu do stupné 2 a méné. Zatim
neni zcela jasny nazor, jak postupovat
u soucasného zvyseni AST/ALT a celko-
vého bilirubinu, zde je nutna velka opa-
trnost jiz u 2. stupné toxicity, kterd mdze
byt zndmkou véaznéjsiho postizeni jater.
V ramci zvladani tohoto specifického ne-
zadouciho ucinku je dulezitd predevsim
mezioborova spoluprace (onkolog, gast-
roenterolog se zaméfenim na transplan-
tologii, rentgenolog a dalsi), ostrazitost
pii podavani této formy imunoterapie
a koncentrace pacientll v pfislusnych
centrech.

Imunitné podminéna endokrinopatie
Podobné jako imunitné podminénd he-
patopatie se endokrinopatie vyskytuje
méné casto nez kozni ¢i gastrointesti-
nalni toxicita, ale opét predstavuje po-
tencidlné Zivot ohrozujici stav. Zalud-
nost endokrinopatii spociva v pozdnim
nastupu (7-8 tydnli po zahdjeni [é¢by
s ipilimumabem, nejvyssi vyskyt mezi
12. a 24. tydnem), a na rozdil od hepato-
toxicity pravdépodobnost jejiho vyskytu
s casem po |é¢bé neklesd, ale kiivka ma
charakter platé [11]. V registra¢ni studii
s pokrocilym melanomem s davkou ipili-
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Stupen toxicity
dle NCI-CTCAE v4.0

stupen 1
AST ¢i ALT: > ULN

Vstupni vysetieni a Iécba

Dalsi postup a follow-up

Castéjsi monitorace jaternich test(
(napft. za 7 dni kontrola)
pfi zhorseni jaternich testl: viz stupen 2-4

pfi zlepseni do stupné 1 nebo baseline

pokracovani v 1é¢bé s imunoterapii
(zvysena pozornost)

p¥i pfetrvavani nebo zhorseni jaternich
testl

nasazeni prednisonu 0,5-1 mg/kg/den

¢i jeho ekvivalentu (p.o.)

+ pfinavratu hodnot jaternich testl do
stupné 1 nebo baseline — zahdjit opatrné
vysazovani kortikoidd po dobu 1 mésice
a pokracovat v l1écbé s imunoterapii (pfi
davce prednisonu max. 10 mg/den)

p¥i zlepseni do stupné 1-2* nebo
baseline

az 3x ULN a/nebo == - pokraovaniv lé¢bé s imunoterapii —
celkovy Bil: > ULN 5
az 1,5x ULN
stupen 2
AST ¢i ALT: > 3x « preruseni lécby s imunoterapii
ULN az < 5x ULN na 5-7 dni
a/nebo = . doietieni etiologie -
celkovy Bil: - Cast&jsi monitorace jaternich testu
> 1,5x ULN (kazdé 3 dny)
az < 3x ULN
stupeii 39f - prerusenilé¢by s imunoterapii
ASI;' AIL_J-ll-_I\T 5x ULN (preference pied ukonéenim)
:fn_ebz == - dosetieni etiologie —
celkovy Bil: > 3x ULN . éasféjlél’ monitorace jaternich test
a2 <5x ULN (kazdy den)

« trvalé ukonceni lécby s imunoterapii

- dosetfeni etiologie .
stupen 3 a4 * monitorace jaternich testd kazdy den
AST ¢i ALT: > 8x ULN > ° metylprednisolon 1-2 mg/kg >
a/nebo (1-2x denné) i.v. nebo ekvivalentni jiny ¢i
celkovy Bil: >5x ULN kortikoid, ale vzdy i.v. .

- konzultace gastroenterologa

* Dle doporuceni SPC pro ipilimumab
ULN - horni hranice normy

CAVE - oportunni infekce

mozno zvazit pokrac¢ovani v 1écbé s imuno-

terapii (zvy3ena pozornost)
pokud se hodnoty jaternich testl
do 3 dni nelepsi nebo se zhorsuji

nasazeni metylprednisolonu

1-2 mg/kg/den i.v.

+ pfinavratu do stupné 1-2* nebo base-
line zahdjit opatrné vysazovani kortikoidd
(min. 1 mésic) a mozno zvazit pokraco-
vani v [é¢bé s imunoterapif

pfi zlepseni do stupné 1 nebo baseline

prevod na p.o. kortikoidy a jejich opatrné

vysazovani (min. 1T mésic)
pokud se jaterni testy za 3-5 dni nelepsi

se zhorsi a/nebo po zlepseni opét zhorsi
podani imunosupresiv — mykofenolat
mofetil (ddvka 0,5-1 g 2x dennéi.v.,
nebo 1,5 g 2x denné p.o.)
+ pokud se nedostavi [é¢ebna odpoveéd -
konzultace Iékafd se zkusenostmi
z transplantologie

Schéma 4. Doporuceny postup pfi vyskytu imunitné podminéné hepatotoxicity (stupen 1-4).

mumabu 3 mg/kg se endokrinopatie vy-
skytla u pfiblizné 4-8 % pacientd s ipi-
limumabem v obou ramenech studie
(vSechny stupné), stupen 3 pak jen u cca

2,3 % a stupen 4 u 1,5 % pacient [1].
Ve studii O'Daye et al - predléceni
pacienti s neoperabilnim malignim me-
lanomem lIl. nebo IV. stadia (ipilimu-

mab 10mg/kg) - byla zaznamenéana
endokrinopatie vsech stupnl u 5,8 %
pacientl, 1,3 % pacientd mélo toxicitu
3. stupné, zadny pacient nemél toxicitu
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Stupen toxicity
dle NCI-CTCAE v4.0

stupen 1
asymptomatické, jen
laboratorni odchylky

stupen 2
mirné symptomy

stupen 3
zavazné symptomy

stupen 4

adrenalni krize (hypo-
funkce): zdvazna de-
hydratace, hypotenze
¢i jiné znamky Soku

—

- dosetieni etiologie

Vstupni vysetieni a Iécba

pokracovani v Iécbé s imunoterapii

—

+ hormonalni profil

- preruseni lécby s imunoterapii
- dosetreni etiologie

hormonalni profil

zvazit MRI vysetieni hypofyzy (neurolo-
gické ptiznaky, znamky morbus Addison)
konzultace endokrinologa

hormonalni substituce

zvazit prednison p.o. 0,5-1 mg/kg/den

—

- preruseni lécby s imunoterapii

dle typu endokrinopatie zvazit
hospitalizaci

dosetieni etiologie, hormonalni profil
podpulrna terapie (infuze, hrazeniiontd ...)
Ié¢ba kortikoidy (metylprednisolon i.v.
1-2 mg/kg/den), po zlepseni prevod na
p.o. kortikoid

konzultace endokrinologa

hormonalni substituce

MRI vysetreni hypofyzy

—

preruseni nebo trvalé ukonceni lécby

s imunoterapii

nutnd hospitalizace na JIP, vyloucit sepsi,
provést hormonalni profil

podplrna terapie (infuze, hrazeniiontd ...
okamzité podani metylprenisolonu i.v.
1-2 mg/kg (1-2x denné) nebo ekviva-
lentni jiny kortikoid, ale vzdy i.v.

a s mineralokortikoidni slozkou!
konzultace endokrinologa ihned

=

+ hormonalni substituce
- MRI vysetteni hypofyzy
+ CAVE - oportunni infekce

Dalsi postup a follow-up

- Castéjsi monitorace vnitiniho prostredi
a hladin hormont

« pfi zhorseni odbérli a symptomech:
viz stupen 2-4

pfi ustupu symptomd, zlepseni labora-

tofi a adekvatni hormonalni substituci

- pokracovani v |écbé s imunoterapii
(zvySena pozornost), postupné vysazovani
kortikoidi pokud byly nasazeny
(1 mésic a vice)

- kontroly u endokrinologa

symptomy a laboratorni hodnoty

nezlepsSeny

- opakovana konzultace endokrinologa
stran hormondlni substituce a laborator-
nich kontrol

- provést MRI vysetreni hypofyzy
(pokud nebylo), pfipadné kontrolu
(za 1 mésic)

pfi ustupu symptomd, zlepseni labora-

tofi a adekvatni hormonalni substituci

* mozno zvaézit pokracovani v [é¢bé s imuno-
terapii* (individudlné dle typu endokrino-
patie a predchoziho priibéhu)

+ postupné vysazovani kortikoidu
(1 mésic a vice)

- pfi insuficienci nadledvin podavéni korti-
koidU s mineralokortikoidni slozkou

- dlouhodoba dispenzarizace
u endokrinologa

symptomy a laboratorni hodnoty

nezlepseny

- pokracovani v kortikoterapii

- opakovand konzultace endokrinologa
stran hormonalni substituce
a laboratornich kontrol

- kontrolni MRI vy3etfeni hypofyzy
(za 1 mésic)

* Doporuceni pro ipilimumab dle SPC:
pacienti s téZkou endokrinopatii (stupen 3
nebo 4) kontrolovanou hormonalni substi-
tu¢ni lécbou mohou na této lécbé zlstat.

Schéma 5. Doporuceny postup pfi vyskytu imunitné podminéné endokrinopatie (stupen 1-4).
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Tab. 1. Situace vyzadujici trvalé ukonceni ipilimumabu dle SPC [13].

Zavazné nebo zivot ohrozujici nezadouci ucinky
gastrointestinalni

zavazné priznaky (bolest bricha, tézky prdjem nebo vyznamna zména v poctu
stolic, krev ve stolici, gastrointestinalni krvaceni, gastrointestinalni perforace)

jaterni

vyrazné zvyseni hladiny aspartat aminotransferazy (AST), alanin amino-
transferazy (ALT) nebo celkového bilirubinu nebo priznaky hepatotoxicity
kiaze

zivot ohrozujici kozni vyrazka (zahrnujici Stevens-Johnsondv syndrom nebo
toxickou epidermalni nekrolyzu) nebo vyrazné rozsifeny pruritus interferujici
s aktivitami denniho Zivota nebo vyzadujici [ékafskou intervenci

neurologické
nové vznikla nebo zhorsujici se tézkd motoricka nebo senzorickd neuropatie

jiné organové soustavy®
(napt. nefritida, pneumonitida, pankreatitida, neinfekéni myokarditida)

NCI-CTCAE v3 stupen?
prijem nebo kolitida stupné 3 nebo 4

AST nebo ALT > 8x horni hranice normy
nebo celkovy bilirubin > 5x horni hranice
normy

vyrazka stupné 4 nebo pruritus stupné 3

motoricka nebo senzorickd neuropatie
stupné 3 nebo 4

> stupen 3 imunitné podminéné reakce®
> stupen 2 pro imunitné podminéné poru-
chy oka, které NEREAGUJI na lokalni imuno-

supresivni terapii

2Stupné toxicity jsou v souladu s béznymi terminologickymi kritérii nezadoucich ucinkl podle Narodniho institutu pro rakovinu
(National Cancer Institute Common Terminology Criteria for Adverse Events). Verze 3.0 (NCI-CTCAE v3).

b Jakékoliv jiné nezadouci Ucinky, u nichZ je prokazana imunitni souvislost nebo existuje na takovou souvislost podezieni, by mély
byt hodnoceny podle CTCAE. Rozhodnuti o ukonceni podavani pripravku ipilimumab je tfeba provést podle zavaznosti pfihody.

¢Pacienti s tézkou endokrinopatii (stupen 3 nebo 4) kontrolovanou hormonalni substitu¢ni lé¢bou mohou na této l1écbé zlistat.

4. stupné [17]. Z moznych endokrinopa-
tif jmenujme hypopituitarizmus (s nebo
bez hypofyzitidy), hypofunkci nadledvin,
hypo- &i hyperfunkci $titné zlazy a hy-
pofunkci gonad. Pfi podezieni na tento
typ nezddouciho ucinku opét odebi-
rdme anamnézu (vyskyt endokrinopatii
v osobni a rodinné anamnéze), subjek-
tivné si pacient miZze stéZovat na nespe-
cifické pfiznaky: Unava, slabosti, teploty,
bolesti bficha, zvraceni, prijmy, bolesti
hlavy ¢i poruchy citi. Klinicky jsou varov-
nymi pfiznaky dehydratace, hypotenze
nebo jiné znamky nastupujiciho syn-
dromu systémové zanétlivé odpovédi.
V laboratofi kromé zékladnich odbértd
vnitfniho prostredi (¢asto hyperkalemie,
hyponatremie a hypoglykemie) a krev-
niho obrazu provadime screening endo-
krinopatii: odbér volného T3 a T4, TSH,
protilatky proti tyreoiddlni peroxidaze -
anti-TPO, dale ranni sérovy kortizol, hla-
diny kortikotropinu (ACTH), u muz( pak
hladinu testosteronu a u Zen FSH a LH.
V ramci diferencialni diagnostiky se zva-
Zzuje ACTH stimula¢ni test. Ze zobra-
zovacich metod je indikovdno MRI vy-
Setfeni mozku se zaméfenim na oblast

hypofyzy a taktéz k vylouc¢eni mozko-
vych metastaz.

Na schématu 5 jsou pak schema-
ticky znazornény mozné algoritmy lécby
pacient(i s endokrinopatii. Na tomto misté
je véak nutné podotknout, Ze jednotny
konsenzus Ié¢by a monitorace neni zndm,
v literature se nékteré udaje o lé¢bé to-
hoto nezadouciho U¢inku a moznostech
navratu k |écbé ipilimumabem rozcha-
zeji [11,16,18]. Prioritni jsou opakované
konzultace a spoluprace s endokrinolo-
gem. Pokud je nutné podat kortikoidy
(3. a 4. stupen toxicity), tak preferujeme
podani kortikoid(i s mineralokortikoidni
aktivitou a jejich vysazovani musi byt opét
velmi pozvolné. Doba do vymizeni ob-
tizi pacienta a regresi zmén na MRI vy3et-
feni mozku muze byt delsi nez 20 tydnd.
Nejsou vyjimecné ani pfipady, kdy
pacienti museli uzivat hormonalni sub-
stituci (nejcastéji hydrokortizonem ¢i ty-
roidalnimi hormony) celozivotné [11].
Porucha funkce 3titné zlazy se mlze
casem upravit, ale snizena produkce mi-
neralokortikoidd, glukokortikoidd a po-
hlavnich hormond mizZe byt trvala. Spolu-
prace s endokrinologem je proto nutnosti.

Méné casté imunitné podminéné
vedlejsi ucinky

K dal$im moznym, ale vzdcnym (méné
nez 1 % pfipadd) imunitné podminé-
nym nezadoucim ucinkdm ipilimumabu
patfi: meningitida, uveitida, pneumoni-
tida, pankreatitida, perikarditida, myo-
karditida, nefritida, rizné angiopatie,
hemolytické anémie, trombocytopenie
a daldi. Jednoznacné écebné postupy
nejsou znamy, pfi vyskytu téchto neza-
doucich U¢inka se lé¢ba fidi podobné
jako pfi jinych autoimunitnich onemoc-
nénich (kortikoidy predstavuji prvni
volbu v 1é¢bé) (schéma 1). Obecné je to-
xicita 3. a 4. stupné dlvodem k ukon-
cenilécby ipilimumabem, podrobnéji viz
tab. 1 citujici SPC[13].

Imunitné podminénd neurologickd
toxicita

Neuropatie vznikajici pfi 1é¢bé ipilimu-
mabem jsou malo casté, jejich incidence
se pohybuje do 1 % a zpravidla se obje-
vuji uz po 2. cyklu [12]. MGze jit o poruchy
na urovni mozku i perifernich nervd, se
senzorickym nebo motorickym deficitem
rizného stupné. Byly popséany piipady
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aseptické meningitidy, optické neuritidy,
myastenie gravis nebo Guillain-Barré syn-
dromu [19]. Pfiznaky mohou byt omy-
lem zaménovény za neuropatii pfi jinych
onemocnénich, napt. diabetu. Pfi vy-
skytu novych neurologickych potizi nebo
zhorseni dfivéjsich je nutné konzultovat
neurologa, patrat také po jinych pfic¢inach
(mozkové metastazy) a vyloucit neuroin-
fekci. Imunitné podminéna neurotoxicita
2. stupné je lé¢ena p.o. kortikoidy (predni-
son 1 mg/kg/den). Toxicitu 3. a 4. stupné
[é¢ime v Uvodu vysokymi davkami i.v.
kortikoidli (metylprednisolon 1-2mg/kg
1-2krat denné) a po zlepseni symptom(
prechazime na p.o. formu. Opét jako u ji-
nych ir-AEs musi byt vysazovani korti-
koidl pozvolné, min. 1 mésic. V pripadé
3. a 4. stupné toxicity je 1é¢ba s ipilimu-
mabem trvale ukoncena.

Imunitné podminénd ocni toxicita
Nejcastéji se jedna o episkleritidu a uvei-
tidu s incidenci < 1 %, se vznikem cca dva
mésice od zapoceti 1é¢by. K zakladnim
symptomdm patfii bolest, paleni a zarud-
nuti oci, fotofobie, rozmazané vidéni, sni-
Zend produkce slz. V dvodu je nutné kon-
zultovat oftalmologa a vyloucit jinou
pficinu. U 1. a 2. stupné toxicity situaci fe-
sime lokalnimi kortikoidy v o¢nich kapkach
(1% prednisolon). U toxicity 3. a 4. stupné
jsou jiz nutné vysoké davky systémovych
kortikoidl s pomalym vysazovanim ales-
pon jeden mésic. Definitivni ukonéeni ipi-
limumabu je opét indikovano u toxicity
stupné 3 a 4 nebo u piipadd, kdy lokalni
kortikoidy nebyly dostate¢né Gcinné [11].

Imunitné podminénd plicni toxicita

U ipilimumabu se vyskytuje velmi zfidka,
byly popsany pfipady sarkoidézy a pneu-
monie. Nékolik vaznych pfipadd pneu-
monitidy se objevilo ve studiich ¢asné
faze s anti-PD-1 protilatkami, ojedinéle
s fatalnim prlbéhem, zvlasté u pacientd
s nemalobunéénym plicnim karcino-
mem [6,20,21]. Pfi klinickych potizich
(kasel, dusnost) je nutné provést RTG plic,
piipadné CT vysetieni, vyloucit infekt,
konzultovat pneumologa, zvazit bron-
choskopii s lavazi a/nebo plicni biop-
sii. Pfi podezfeni na ir-AE postupujeme
podle obecnych doporuceni (schéma 1).
Vys33i opatrnost je nutna jiz u 1. stupné
toxicity a u 2. stupné nevéahat s nasaze-

nim p.o. kortikoidG. Toxicita 3. a 4. stupné
znamena trvalé ukonceni lécby.

Imunitné podminénd pankreatitida

a elevace pankreatickych enzymii
Incidence akutni pankreatitidy s klinic-
kymi ptiznaky (bolesti bficha, nevol-
nost, zvraceni) a elevaci amylaz a lipaz je
pfi 1é¢bé ipilimumabem pomérné nizka
(< 1,5%)[11].Cast&ji se ale jedna o asymp-
tomatickou elevaci amyldz a lipaz, jejiz
klinicky vyznam neni zcela jasny, kaz-
dopadné vyzaduje zvysenou opatrnost.
Postupujeme podle obecnych dopo-
ruceni, p.o. kortikoidy u pankreatitidy
2. stupné (s klinickymi pfiznaky), vysoké
davky i.v. kortikoidG a trvalé ukonceni
Ié¢by u 3. a 4. stupné (schéma 1) [12,22].

Imunitné podminéné

vedlejsi uc¢inky

u anti-PD-1/PD-L1 protilatek
Toxicita téchto protildtek je obecné
mensi nez u ipilimumabu [4,6,7,20,23].
Vazna kozni toxicita stupné 3 a 4 se vy-
skytuje vyjimecné (2 %). Také prdjem
3. a 4. stupné je malo casty (1-2 %), po-
dobné jako hepatotoxicita (do 3 %)
a vazné endokrinopatie (< 1 %). Na roz-
dil od ipilimumabu se ale castéji po
anti-PD-1 protildtkach objevuje pneu-
monitida (< 5 %). Zakladem |é¢by vazné
pneumonitidy jsou opét kortikoidy ve
vysokych davkach (metylprednisolon
2mg/kg i.v. 1-2krat denné), pfipadné in-
fliximab. Dalsi toxicity jsou spise spora-
dické, je ale tieba s nimi pocitat. Principy
|é¢by ir-AEs po anti-PD-1/PD-L1 protilat-
kach jsou stejné jako u ipilimumabu.

Imunitné podminéné

vedlejsi u¢inky u kombinace
anti-PD-1 a anti-CTLA-4 protilatky
Podstatné vy3si cetnost ir-AEs byla
popsdna ve studiich s kombinaci
anti-PD-1 a anti-CTLA-4 protilatkou (ni-
volumab + ipilimumab). Zde se vyskyt
vaznych ir-AEs 3. a 4. stupné pohyboval
kolem 50 %, s vyznamnym zastoupenim
gastrointestinalni toxicity (15 %) a he-
patotoxicity (19 %). Rada vaznych toxi-
cit vak splriovala jen laboratorni kritéria
NCI-CTCAE (napf. elevace amylazy a li-
pazy bez klinickych zndmek pankreati-
tidy). Pfi kombinaci se neobjevila Zadna
nova toxicita [5,23].

Checkpoint inhibitory u pacientti
s autoimunitnim onemocnénim

| kdyz dle souhrnu Udajd o pripravku
ipilimumab (SPC) neni uvedena zadna
kontraindikace kromé hypersenziti-
vity na lé¢ivou nebo pomocnou latku,
je vazné aktivni autoimunitni onemoc-
néni obecné povazovano za kontraindi-
kaci k [é¢bé ipilimumabem [13]. U téchto
pacientl vsak nejsou vétsi zkusenosti,
protoze byli primarné vylouceni z kli-
nickych studii [1,2]. Aplikace ipilimu-
mabu je spojovana s vysokym rizikem
zhorseni autoimunity s moznymi fa-
talnimi nasledky. Jiz se ale objevuji ka-
zuistiky pacientd s vaznou a soucasné
|é¢enou autoimunitou (sklerosis mul-
tiplex, seronegativni revmatoidni artri-
tis), u kterych byla lé¢ba ipilimumabem
dobre tolerovéna [24]. Jde zatim o prvni
zkusenosti, ze kterych nelze délat z&-
véry, a stale plati, ze u pacientd s au-
toimunitnim onemocnénim v anamnéze
se ipilimumab musi podévat s vyso-
kou opatrnosti po zhodnoceni poten-
cidlniho rizika a pfinosu. Podobny pro-
blém se tykd pacientli po organovych
transplantacich na chronické imuno-
supresivni [écbé ¢i po prodélané hepa-
titidé B nebo C. | tito pacienti byli vyfa-
zeni z klinickych studii s ipilimumabem
a podobné jako u autoimunitnich one-
mocnéni kazuistickd sdéleni nepotvr-
zuji obavy z vaznéjsi toxicity ve srovnani
s béznou populaci [25-27]. Pfichazeji
vsak nové Iéky s lepsim profilem toxi-
city (anti-PD-1 a anti-PD-L1 protilatky).
Je mozné, Ze na zdkladé novych po-
znatkd s témito Iéky dojde k prehodno-
ceni puvodnich doporuceni.

Doporuceni pro praxi

- Ir-AEs jsou casté vedlejsi ucinky check-
pointinhibitord, mohoubytpotencialné
zivot ohrozujici, neni zndm prediktivni
biomarker pro vyskyt ir-AEs. Nebyla po-
tvrzena jednoznacna souvislost mezi
vyskytem a intenzitou ir-AEs a ucin-
nosti imunoterapie (kromé vitiliga).

- K nejcastéjsim ir-AEs patfi kozni toxi-
cita (exantém, pruritus), GIT toxicita
(prdjem, kolitida), endokrinni toxi-
cita (hypopituitarizmus, hypofyzitida,
hypotyreoza, insuficience nadled-
vin), jaterni toxicita (elevace transami-
naz, hepatitida), u anti-PD-1 protilatek
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pneumonitida. K rozvoji ir-AE ale mize
dojit kdekoliv v téle [28,29].

Ir-AEs maji dobfe popsany pocatek
a délku trvani (kinetiku), ale mohou se
vyskytnout i nékolik mésicl po lécbé
(endokrinopatie), neni znam bezpecny
interval od ukon¢eni l1é¢by. U stejného
pacienta se mUze rozvinout vice ir-AEs.
Incidence ir-AEs je vys$si u ipilimu-
mabu (davkovd zdvislost) ve srov-
nani s anti-PD-1/PD-L1 protildtkami.
Jesté vyssi je u kombinace ipilimu-
mabu a nivolumabu. Ustup toxicity
u anti-PD-1/PD-L1 protilatek m@ze
byt pomalejsi, proto je doporucovano
dlouhodobé sledovani [30].

Nezbytné jsou pravidelné laboratorni
kontroly (krevni obraz, ionty, glykemie,
jaterni testy, funkce ledvin, hormony
stitné zlazy) pred kazdou aplikaci pro-
tilatky a v intervalech 6-12 tydna po
dobu prvnich Sesti mésict po 1écbé.
Pti vyskytu Unavy nebo nespecific-
kych potizi navic vySetfujeme hla-
dinu ACTH, ranniho kortizolu a u muzd
i testosteronu [30].

Nepodcenovat ir-AEs. Dulezité je casné
zahdjeni imunosupresivni lé¢by s korti-
koidy a jejich pomalé vysazovani, fidit
se aktudlnimi doporuéenimi, pouzivat
klasifikaci toxicity dle NCI-CTCAE. P¥i
neucinnosti kortikoid( pfidadvame dalsi
imunosupresiva — infliximab, mykofe-
nolat mofetil. Nebylo prokazéano, ze by
imunosupresivni |é¢ba pro ir-AEs sni-
zovala efekt imunoterapie.

Pozor na zvysené riziko oportunnich
infekci pfi dlouhodobé imunosupresi
(mykotické a virové infekce). Zvazit
profylaxi pneumocystové pneumonie
(cotrimoxazol).

Ir-AEs stupné 3 a 4 vétsinou zname-
naji trvalé ukonceni léc¢by s chec-
kpoint inhibitory. U vybranych toxicit
vysokého stupné je ale mozno po je-
jich Ustupu v imunoterapii pokrac¢ovat
(napf. exantém 3. stupné, endokrino-
patie 3. a 4. stupné).

Redukce davky imunoterapie pro ir-AE
neni povolena, jen odklad. Maximalni
interval pferuseni |é¢by pro ir-AE neni
pevné stanoven, obecné je akcepto-
vano 12 tydnt od posledni davky. Kor-
tikoidy p.o. by mély byt zcela nebo
témér vysazeny (prednison 10 mg/den
améné).

- Doporuceni k 1é¢bé ir-AEs jsou uni-
verzalni pro viechny checkpoint in-
hibitory, i kdyz vychazeji predevsim
ze zkudenosti z klinickych studii s ipi-
limumabem. Lze ocekdvat Upravy na
zakladé zkusenosti s novymi léky, jde
o dynamicky proces.

Pro ¢asnou diagnostiku a lé¢bu ir-AEs
je nezbytna multioborova tymova spo-
luprace pod vedenim onkologa (der-
matolog, gastroenterolog, endokrino-
log, neurolog a dalsi).

Spoluprace pacienta je zakladni kri-
térium pfi zahajovani l1é¢by, pro ne-
spolupracujiciho pacienta neni lé¢ba
s checkpoint inhibitory vhodna.

Zaver

Uspéch ipilimumabu u pokro¢ilého me-
lanomu ukézal nové moznosti v 1é¢bé
nadorovych onemocnéni. Imunitné
podminéné vedlejsi ucinky a jejich
vazné komplikace zpocatku vedly k vel-
kym obavém a k rezervovanému postoji
u fady onkologU. S postupnym ziskava-
nim zkuSenosti jsme se naucili toxicitu
fedit a pfi dodrzovani doporucenych
postupl je dnes léc¢ba ipilimumabem
bezpecna. S pfichodem dalsich protila-
tek a jejich kombinaci se mohou objevit
nové vedlejsi Ucinky. Zakladem Uspésné
lécby s checkpoint inhibitory je kromé
erudovaného lékare i edukovany a spo-
lupracujici pacient. P¥i rozvoji vedlejsich
ucinkd je nezbytna multioborova spolu-
prace. Kazdé pracovisté, kde se podava
moderni imunoterapie, by si mélo vybu-
dovat tym specializovanych odbornika.
Checkpoint inhibitory budou vzhledem
k univerzalnimu mechanizmu u¢inku
¢asem pouzivany k lé¢bé vice malignit,
¢imz se vyrazné zvysi pocet pacientt
s ir-AEs, na coz musime byt pfipraveni.
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KAZUISTIKA

Terapeuticky efekt a tolerance ipilimumabu
u metastatického maligniho melanomu

v détskem véku — kazuistika

Therapeutic Effect and Tolerance of Ipilimumam in Metastatic
Malignant Melanoma in Children — a Case Report

Bajciova V.
Klinika détské onkologie LF MU a FN Brno

Souhrn

Vychodiska: Maligni melanom je vzacny typ nadoru v détské populaci. Pfi¢iny vzniku ¢asto
nejsou zndmé. Klinické priznaky jsou nespecifické, klinické chovani a biologické znaky se lisi
od melanomu dospélé populace. Nejvyznamnéjsim prognostickym faktorem je rozsah nemoci.
Pro lokalizovany melanom je chirurgickd resekce metodou volby, pokrocily a metastaticky me-
lanom patii mezi nevylécitelné nemoci. Revolu¢ni zmény v 1é¢bé melanomu pfinesla protina-
dorova imunoterapie. Kazuistika: Prezentujeme pfipad osmiletého chlapce s metastatickym
malignim melanomem nezndmého origa na zakladé mutace TP53 (Li-Fraumeni syndrom). Ab-
solvoval resekci metastazy a adjuvantni chemoterapii temozolomidem. Klinicka remise byla
dosazena na konci Ié¢by. Dva roky od konce [é¢by byla potvrzena metastaticka progrese do
plic. Absolvoval imunoterapii ipilimumabem, dle nasich informaci jako prvni dité mladsi 12 let
v Evropé. Celkem absolvoval indukéni fazi a dvé reindukce ipilimumabu. Pro irAE (immune re-
lated adverse event) grade lll byla dalsi podani ipilimumabu s premedikaci kortikoidy a antihi-

staminiky. Rozvinul rovnéz asymptomatickou thyreoitidu. Nejlepsi dokumentovana odpovéd

byla stabilni nemoc. Celkovy klinicky stav byl excelentni. Po tfech letech od prvni progrese
dokumentovéna dalsi masivni progrese v plicich, zahdjil Iécbu anti-PD-1 monoklondlni pro-
tilatkou (pembrolizumab), ve které aktudlné pokracuje. Celkové pacient preziva 74 mésicQ.
Zdver: Prezentovana kazuistika podporuje podani imunoterapie u détskych pacientl mlad-
sich 12 let. Lécebny efekt ved| k vyraznému prodlouzeni celkového preziti, toxicita je ak-
ceptovatelnd. Problémem zdstava vyrazné limitovany pocet klinickych pediatrickych studii
s imunoterapii.

Klicova slova
maligni melanom - détské nadory - imunoterapie
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TERAPEUTICKY EFEKT A TOLERANCE IPILIMUMABU U METASTATICKEHO MALIGNIHO MELANOMU V DETSKEM VEKU

Summary

Background: Malignant melanoma is a rare malignancy in the pediatric population. Etiology is usually unknown. Clinical symptoms are non-spe-
cific, clinical behavior and biology features may differ from those in an adult population. The most important prognostic factor is spread of
disease. Surgical resection is treatment of choice for localized melanoma. Advanced and metastatic melanoma is still an incurable disease.
Case: We are presenting an eight-year-old boy with metastatic malignant melanoma of unknown origin based on TP53 mutation (Li-Fraumeni
syndrome). He underwent surgery and adjuvant chemotherapy (temozolomide as single agent). Complete remission was achieved at the end of
treatment. Two years after the end of therapy (and 31 months from diagnosis) he developed metastatic progression to the lungs. He has received
immunotherapy with ipilimumab, according to our knowledge as the first child under the age of 12 in Europe. He completed three courses of
ipilimumab, with irAE (immune related adverse event) grade Ill during the first course of anti CTLA-4. Therefore, further doses of ipilimumab were
given with corticoids and antihistamines as premedication. Also, asymptomatic thyreoiditis grade Il has been confirmed. The best documented
treatment response is stable disease. Performance status was excellent. Three years since the first progression, he developed further massive
progression to the lungs. Second line immunotherapy with anti-PD-1 monoclonal antibody (pembrolizumab) is currently going on. So far, the
overall survival of the patient is 74 months. Conclusion: The presented case study supports the administration of immunotherapy in children
younger than 12 years. Therapeutic effect has led to significant overall survival with tolerable toxicity. The problem remains significantly limited
number of pediatric clinical trials using immunotherapy.

Key words
malignant melanoma - childhood cancer - immunotherapy

Uvod

Maligni melanom patfi mezi velmi
vzacna maligni onemocnéni v obdobi
détstvi a dospivani, pfesto je nejcastéj-
$im typem kozniho zhoubného nadoru
u mladych lidi. Ze vSech koznich malig-
nich melanomu v populaci tvofi pacienti
mladsi 20 let pouze 1,3-2 % [1].

U mladé generace do 20 let véku je
vyraznd pfevaha vyskytu melanomu
u divek, vyjimkou jsou déti do péti let
véku, kde je maligni melanom casté&jsi
u chlapcl. Melanom je pfevazné lokali-
zovan na hornich a dolnich koncetinach

a na trupu, kdezto u malych chlapctd do-
minuje vyskyt na hlavé a krku.

Pficina vzniku kozniho maligniho me-
lanomu v détském véku neni zndma.
Maligni transformace muze vzniknout
spontanné, navic déti maji nékolik dal-
Sich predispozi¢nich a rizikovych faktorQ
(familidrni vyskyt, Siroké spektrum be-
nignich pigmentovych névd, genetické
faktory, trauma ¢i poruchy imunity). Vét-
sina malignich melanom u prepubertal-
nich déti a dospivajicich vznika de novo
u zdravych jedincd, ktefi nemaji zadny
z uvedenych rizikovych faktort [1-3].

Klinické pfiznaky melanomu nejsou
specifické a existuje celd fada koznich
[ézi v détském véku, které mohou imito-
vat maligni melanom (benigni pigmen-
tovy névus, dysplasticky névus, atypicky
blue névus, hemangiom, pyogenni gra-
nulom, veruky, Spitzové névus atd.) [2,3].

Diagnostika maligniho melanomu
u déti a dospivajicich je svizelnd, protoze
vzhledem k vzacnému vyskytu, absenci
vseobecné znamych rizikovych faktora,
atypické prezentaci a spousté pigmen-
tovych névud se vétsinou na tuto dia-
gndézu nemysli.

Obr. 1. Amplifikace genti CCND1, RREB1, MYB z tumoru.
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Kazuistika (. N

Chlapec ve véku osm let pfichdzi na
Kliniku détské onkologie v cervnu
2009 s klinickym nalezem lokalizované
kréni lymfadenopatie vpravo, bez sys-

témovych pfiznakd. Inicialné probéhla
exstirpace nejen zvétsené lymfatické
uzliny, ale i pfilehlych uzlin, velikost O O

45 x 40 x 15mm. Histologie potvr-
dila metastdzu maligniho melanomu,

tzv. animalni typ, do lymfatické uzliny. IJ__’ “

Pouzdro uzliny bylo neporusené. Dal-

Sich $est uzlin bylo bez znamek infiltrace. matka otce zemfela na nador CNS ve véku 40 let
Melanom mél vysokou proliferaéni akti- / bratr otce zemfel na nador CNS ve véku 35 let
vitu s Ki-67 nad 50 %, bez angioinvaze. sestra otce zemfiela v détském véku na blize nezjistény nddor
BRAF-V600E mutace nepotvrzena, hra- otec zemfel ve véku 50 let na kostni sarkom
ni¢ni amplifikace CCND1 (11q13) a MYB

(6913) (obr. 1). Sérové nadorové mar- sestra pacienta lé¢ena od dvou let véku na karcinom plexus chorioideus
kery (LDH, NSE, S100B) byly negativni. nevlastni sestra osteosarkom celisti ve véku 14 let
Fototyp k(ize |, na ki nékolik drobnych - J

pigmentovych névl v klidovém sta-  Obr. 2. Genealogram rodiny.
diu. Kompletni postoperacni vysetieni
vcetné celotélového PET/CT bylo nega-  dium llIC. Operaci byla dosazena 1. kom-  netické predispozice objasfiuje rodinna

tivni, neodhalilo primum melanomu ani  pletni klinicka remise. anamnéza s potvrzenou germindlni mu-
dalsi metastaticka loziska. Stav byl hod- Moznou pfi¢inu vzniku maligniho me-  taci TP53 genu a Li-Fraumeni syndro-
nocen jako pTx N2b MO, klinické sta-  lanomuuosmiletéhochlapcenabazige- mem ze strany otce pacienta (obr. 2).

( 2

o
Obr. 3. Lokalni recidiva na krku, leden 2012.
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Obr. 4. Nejlepsi dosazenda odpovéd po 1. serii ipilimumabu.

Dle v tom case platného pediatric-
kého protokolu CCLG (Childrens Cancer
and Leukemia Group) pro pokrocily ma-
ligni melanom po operaci pacient ab-
solvoval chemoterapii temozolomidem
200mg/m?x 5 dni (6 blokd) s velmi dob-
rou toleranci. Lé¢bu ukoncil v prosinci
2009. Presetreni potvrdilo trvani 1. kom-
pletni remise.

Dva roky od ukonceni [é¢by (leden
2012) byla zjisténa lokalni recidiva na
krku vpravo, mediastinélni lymfangoi-
tida a mnohocetné bilaterdIni plicni me-
tastazy (obr. 3).

Exstirpace podkozni metastazy na krku
vpravo (40 x 20 x 10mm) potvrdila me-
tastazu melanomu animalniho typu vy-
razné produkujici melanin. Osm regional-
nich lymfatickych uzlin bylo bez znamek
infiltrace. Plicni metastazy byly operacné
nefesitelné. Metastaticka progrese byla
25 mésicli od ukonceni lécby a 31 mé-

sicl od diagnézy. Klinicky stav pacienta
byl excelentni, Lansky/Karnofsky 100.
Po ndrocném jednani stran udéleni vy-
jimky pro vék pod 18 let (pacient mél
v tom ¢ase 11 let) s platci péce, SUKL
a centrem farmaceutické firmy v USA
byla tato vyjimka po 53 dnech jednani
udélena a pacient byl zafazen do speci-
fického lé¢ebného programu jako prvni
dité v Evropé pod 12 let véku. V priibéhu
induké¢ni faze lé¢by 1. podani ipilimu-
mabu probéhlo 20. 3. 2012 bez reakce. Pri
2. podani pacient vyvinul hypersenzitivni
reakci, tfesavku, teplotu 38 °C s pfechod-
nou hypotenzi. Hodnoceno jako irAE (im-
mune related adverse event) grade lIl.
Dalsi (3. a 4.) podani ipilimumabu v ramci
indukce s premedikaci antihistami-
niky a kortikoidy probéhlo bez reakce.
Indukeni fazi lécby ukoncil 23.5.2012.
Opakované kontrolni vy3etfeni proka-
zuji Ustup lymfangoitidy, na CT vysetieni

plicni metastazy velikostné stacionarni,
ale s postupnym poklesem aktivity na
18 FDG PET scanu. Nejlepsi dokumento-
vand odpovéd byla dosazena 24. tyden
od zahdjeni |é¢by ipilimumabem (obr. 4).
Dle imunologickych kritérii odpovédi na
lé¢bu stav hodnocen jako staciondrni
(immune response stable disease - irSD).

Pro narlst aktivity na PET a mirné
zvétseni plicnich lozisek melanomu na
CT pacient absolvoval jesté dva rein-
dukéni bloky ipilimumabu s dobrou to-
leranci (leden 2013 a duben 2014).

V pribéhu Iécby byly monitorovany
mozné ,immune related” nezddouci
ucinky a funkce stitné zlazy. Pacient po
celou dobu klinicky eutyreoidni, hor-
mony a tyreoglobulin v normé. Na UZ
vySetfeni Stitnice zachycena drobna hy-
poechogenni loziska, staciondrni v case,
vaskularizace zlazy v normé. Cytologické
vysetieni prokazalo perifokalni lymfo-
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Obr. 5. Progrese v plicich, leden 2015.

cytarni thyreoiditis grade Il. Chlapec byl
bez dalsich znamek autoimunitnich ne-
zadoucich reaki.

V lednu 2015, po trech letech od prvni
progrese, pacient pfichazi s teplotami
do 39 °C, unaveny, zchvéaceny, ve spadu
[é¢en dvakrat antibiotiky pro broncho-
pneumonii. Na RTG plic a posléze celo-
télovém PET/CT byla nalezena masivni
progrese plicnich loZisek vice vpravo
(obr. 5). V laboratofi vzestup nadoro-
vych marker(l (LDH, S100B, NSE) a pa-
raneoplastickd hyperkalcemie. Ostatni
organy jsou dle PET/CT nepostizeny.
U pacienta indikujeme imunoterapii
2. linie, anti-PD-1 monoklonalni proti-
latku pembrolizumab v ramci specific-
kého [é¢ebného programu. Rodina ale
voli alternativni zplsob [é¢by (miracle
mineral supplement - MMS). V dubnu
2015 ptichazi ve zhorseném klinickém
stavu, dusny, s dalsi plicni progresi a ma-
sivnim pleurdinim vypotkem vpravo.
Vyzaduje oxygenoterapii, analgoterapii,
drendz dutiny hrudni. Vypotek byl stran
malignich bunék cytologicky negativni.
Pro dalsi zhorseni stavu pacient absolvo-
val radioterapii na oblast plicnich lozisek
v davce 30 Gy (obr. 6).

Lé¢bu pembrolizumabem zahgjil
v kvétnu 2015 s velmi dobrou toleranci,

bez vedlejsich nezadoucich reakci. Pozi-
tivniklinicky efekt pozorovén po 3. davce
pembrolizumabu (Ustup systémovych
pfiznakd, teplot, vyrazné Unavy, kasle
a dyspnoe). V soucasnosti pokracuje
v [é¢bé pembrolizumabem bez znamek
toxicity, opét zacal chodit do 3koly, Lan-
sky/Karnofsky status 80. Celkovéd doba
preziti je 74 mésic.

Diskuze
U maligniho melanomu bez ohledu na
vék vyrazné plati zavislost Uspésnosti
Ié¢by na Casnosti zachytu. Diagnostika
v détském véku neni tak snadnd, jak
by se mohlo zdat, protoze u déti dia-
gnostiku komplikuje mnozstvi jinych
pigmentovych koznich 1ézi, vSeobecné
znédmé rizikové faktory a expozice UV
zareni nejsou v détském véku tak v po-
predi jako u dospélé populace [2,4,5].
Prognéza maligniho melanomu z3-
visi od vice faktor(. Mezi negativni pro-
gnostické faktory patfi klinické fak-
tory (vék < 2 roky, muzské pohlavi,
extrakoncetinova lokalizace a pokrocild
nemoc), faktory patologické (typ mela-
nomu, jeho tloustka, pozitivni vasku-
larni invaze, ptitomnost ulcerace, vysoka
prolifera¢ni aktivita, pozitivita senti-
nelové uzliny) a biologické faktory (fami-

liarné podminény melanom s prokaza-
nou mutaci genu CDKN2A, BRAF-V600E
mutace) [1,2,6].

Lokalizovany maligni melanom je chi-
rurgickd nemoc, odstranéni inicidlnich
fazi melanomu vede ke skute¢nému vy-
[é¢eni. Pokrocily a metastaticky maligni
melanom je chemorezistentni a stale
patfi mezi nevylécitelné nemoci. Revo-
luéni zmény v Ié¢bé pokrocilého ma-
ligniho melanomu pfineslo pouziti
moderni imunoterapie v podobé mono-
klondlnich protilatek (anti-CTLA-4 mo-
noklondlni protilatka a anti-PD-1 mono-
klondini protilatka) a jejich kombinace.
Ipilimumab, humanni anti-CTLA-4 pro-
tilatka, prokazala signifikantni prodlou-
Zeni zivota u metastatického maligniho
melanomu [1,2,7-10]. Bohuzel v ¢ase
onemocnéni naseho pacienta byly
vsechny realizované klinické studie pro-
jektovany pouze pro dospély vék s dolni
vékovou hranici 18 let a trvala absence
pediatrické klinické studie s ipilimuma-
bem, takZe pro déti byla tato |é¢ba prak-
ticky nedostupna.

Maligni melanom je né&dor s nejsir-
sim spektrem mutaci signdlnich drah,
a proto probiha cela rada klinickych stu-
dii s cilenou lé¢bou [1,7,11], bohuzel
existuje dosud pouze jedina klinickd stu-
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Obr. 6. Progrese v plicich a mediastinu, pleuralni vypotek, duben 2015.

die pro BRAF-V600E pozitivni pokrocilé
melanomy s vemurafenibem v détském
véku. Prognézu maligniho melanomu
u déti a dospivajicich je ptes vsechny po-
znatky moderni onkologie obtizné pre-
dikovat. Nejvyznamnéjsim prognostic-
kym faktorem nadale z(istava predevsim
rozsah nemoci. Deset let preZiva vice nez
85 % détskych pacientt s lokalizovanym
malignim melanomem, ale pouze 10 %
s pokrocilym a metastatickym malignim
melanomem [1,6,7].

Zaveér

Diagnostika a lé¢ba pediatrického ma-
ligniho melanomu teoreticky neni za-
sadné odlisnd od postupl doporuce-
nych v dospélé onkologii, oviem dosud
je vyrazny nepomér mezi po¢tem klinic-
kych studii v dospélém véku a poctem
pediatrickych studii. Chybi pfipadné
snizeni vékové hranice pro zafrazeni do
studie moderni imunoterapie dospé-
Iého véku. Pacienti mladsi 18 let nemaji

stejny pristup k novym [ékdim jako do-
spéli pacienti, a proto jejich Sance na
preziti jsou vyrazné mensi jenom proto,
Ze jsou mladsi. V soucasnosti existuji pro
détskou populaci pouze tfi klinické pe-
diatrické studie s ipilimumabem a jedna
klinickd studie s vemurafenibem. Dolni
vékovy limit pro pediatrické studie s ipi-
limumabem je 12 let. Prezentovand ka-
zuistika podporuje podani ipilimu-
mabu u déti mladsich 12 let s dobrym
terapeutickym efektem a akceptova-
telnou toxicitou. Imunoterapie 2. linie
(anti-PD-1 monoklonalni protilatky) je
nové dostupna v ramci specifického 1é-
Cebného programu pro détské pacienty
s pokrocilym malignim melanomem.
Dosud trva absence pediatrickych klinic-
kych studii s cilenou |é¢bou a kombino-
vanou imunoterapii.
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