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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.
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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-
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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
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VISTA
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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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