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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.
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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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