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Suhrn

Vychodiskd: Potencial neoantigénov v indukcii protinddorovej imunitnej odpovede je uz de-
satrocia znamy, avsak prvé neoantigénové vakciny boli vyvinuté len nedavno. Rozvoj genomic-
kych a proteomickych metéd umoznil popis somatickych mutacii v nadore a imunogénnost
korespondujucich neoantigénov moéze byt predpovedana in silico pripadne in vitro. Kombi-
ndacia neoantigénovej vakcinacie so spravnym imunologickym postupom umoziuje docielit
regresiu nadoru. Studie neoantigénovych vakcin na modelovych organizmoch dokazuju vy-
soku ucinnost postupu a dokonca prvé klinické studie zaznamendvaju uspech. Ciel* Cielom je
priblizit vyznam neoantigénovych vakcin v personalizovanej protinadorove;j lie¢be a objasnit
mechanizmus ich pripravy. Clanok popisuje typy mutacii s potencidlom expresie imunogén-
nych neoantigénov nutnych pre tvorbu efektivnej vakciny a priblizuje aj ostatné procesy nutné
k aktivacii T bunkovej protinddorovej odpovede pacienta. Predovietkym je zamerany na iden-
tifikaciu vysokopravdepodobnych neoantigénovych sekvencii aplikaciou metdéd sekvenovania
novej generacie a hmotnostnej spektrometrie (mass spectrometry — MS), o je pre tvorbu vak-
ciny klucové. V ¢lanku je popisany princip proteogenomickej platformy, ktora vznikla na nasom
pracovisku za ucelom konfidentnej identifikacie mutantnych peptidov v biologickom materiali.
Zmienuje sa aj o moznosti kvantifikacie neoantigénov MS metédami monitorovania vybranych
reakcii (selected reaction monitoring - SRM) a SWATH (sequential windowed acquisition of all
theoretical fragment ion spectra). Potencial neoantigénovej vakcinacie v protinadorove;j terapii
dokazuju uspesné klinické studie zhrnuté v zavere ¢lanku.
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Summary

Background: Although immune responses to “cancer neoantigens” have been known for deca-
des, the first neoantigen vaccines emerged only very recently. Current developments in geno-
mics and proteomics have enabled descriptions of tumor mutational landscapes, and the immu-
nogenicity of corresponding neoantigens can now be predicted either in silico or in vitro. Cancer
regression could be achieved via a combination of neoantigen vaccination and an appropriate
immunology approach. Research in model organisms and the results of initial clinical trials of
neoantigen vaccines have shown them to be effective. Purpose: We aim to emphasize the impor-
tance of neoantigen vaccines in personalized cancer treatment and describe their preparation.
We summarize mutations leading to expression of an immunogenic antigen necessary for vac-
cine development. The processes leading to activation of T-cell anticancer immunity in a patient
are briefly introduced. We especially focus on the identification of high confidence neoantigens
by next-generation sequencing (NGS) and mass spectrometry (MS), which is key element in the
process of designing neoantigen vaccines. Briefly, we describe a proteogenomic platform for
confident identification of mutant peptides in biological material. We mention the possibility of
neoantigen quantification in biological material using mass spectrometry such as SRM (selected
reaction monitoring) and SWATH (sequential windowed acquisition of all theoretical fragment
ion spectra). Successful clinical studies demonstrating the potential of neoantigen vaccination in
personalized cancer treatment are summarized at the end of the paper.
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Uvod

V stcasnosti sa volba protinddorovej te-
rapie zaklada prevazne na vysledkoch
histopatologického vy3etrenia, sym-
ptémoch ochorenia a na informaciach
o predoslej lie¢be pacienta. Dnesné
terapeutické postupy su prilis gene-
ralizované a pouzité lie¢ivd pdsobia
nespecificky, ¢o vedie k vedlajsim ucin-
kom a k nedostato¢nej terapeutickej
ucinnosti. Vysledkom je nizky bene-
fit pacienta z liecby, nizka kvalita Zivota
pacienta a pomerne kratka doba prezi-
vania. S prichodom omics metéd doslo
ku kvalitnejsej charakterizacii nadorov
na Urovni gendmu, protedmu a metabo-
[6mu [1]. Molekularne-biologicka cha-
rakterizcia odhalila mnohé nové nado-
rové markery a terapeutické ciele, ktoré
lepsie stratifikuju pacientov a umoz-
nuju cielenie lie¢by. Detailnd charakte-
ristika nddoru pomaha lekdrom zvolit
lepsi lie¢ebny postup, pripadne apliko-
vat postup presne ,Sity na mieru”. K dal-
siemu rozvoju personalizovanych lie-
¢ebnych postupov by mohla vyrazne
prispiet kombinacia standardnych tera-
peutickych postupov, molekularnej dia-
gnostiky a imunoterapie.

Zaciatky imunoterapie siahaju az do
19. storocia, ked'v roku 1891 americky chi-
rurg W. B. Coley zacielil imunitny systém
proti inoperabilnému nadoru (sar-
kém) injekciou Zivej streptokokovej kul-
tary priamo do nadorového tkaniva [2].
Niekolko desatroci neskor bola na my-
sich modeloch objavend a popisana pro-
tinddorova imunita [3]. Pre lepSie pocho-
penie nadorovo $pecifickych imunitnych
odpovedi bol klu¢ovy objav dendritic-
kych buniek potencujicich T bunky [4]
a charakterizacia hlavného histokompa-
tibilitného komplexu (major histocom-
patibility complex - MHC) molekul pre-
zentujucich antigény [5]. Nasledne bolo
dokdzané, ze mysi, ale aj fudsky imunitny
systém 3$pecificky reaguju na nadorové
antigény pomocou T buniek, ktoré sa
radia medzi tumor infiltrujice lymfocyty
(TIL) [6,7]. Daldim podstatnym objavom
pre tvorbu efektivnych liecebnych po-
stupov Sitych na mieru bol objav imuno-
genicity neoantigénov produkovanych
doésledkom expresie génov so somatic-
kou mutéaciou alebo translaciou viruso-
vych génov [8]. VyuZitie virusovych anti-

génov pre imunoterapiu je limitované na
nadory vzniknuté virusovou infekciou.
Neoantigény vznikajlce zo somatickych
mutdcii su vysledkom genetickej nesta-
bility a transformacie nadorov. Preto sa
predpoklada ich Sirsie vyuzitie v protina-
dorovej terapii. Neoantigény su v stcas-
nosti pravdepodobne najzaujimavejsim
ciefom modernej imunoterapie, najma
kvoli tomu, Ze imunitny systém si voci
nim nevytvara toleranciu [9].

Tumor Specifické neoantigény
Imunoterapia cielend na vlastné anti-
gény s charakteristicky zvySenou ex-
presiou v nadorovom tkanive sa uka-
zuje ako neefektivna a Uspesnost tohto
pristupu je zriedkava [9,10]. Vlastné an-
tigény su pritomné aj v zdravom tkanive,
maju nizku imunogénnost a imunitny
systém mad vodi nim zvysenu toleranciu,
zatial ¢o neoantigény su nadorovo Spe-
cifické a pravdepodobne imunogénne.
Najcastejsie vznikaju jednonukleotido-
vymi variaciami (single nucleotide va-
riants — SNV), ktoré vedu k zamene jed-
nej aminokyseliny v sekvencii proteinu.
Ich imunogénnost je zaru¢ena kontak-
tom mutovanej casti sekvencie s T bun-
kou. Mutdcia sa vSak mdze vyskytnut aj
v mieste ukotvenia na MHC molekulu,
¢o méze ovplyvnit prezentaciu wild type
antigénov [11,12]. SNV su casto jedi-
necné pre pacienta, no mézu posluzit aj
na tvorbu terapeutickych postupov pre
vécsie kohorty pacientov, pokial sa ¢asto
opakuju.

Inzercie a delécie spOsobujice posun
¢itacieho ramca su dalsim bohatym
zdrojom neoantigénov. Posun ¢ita-
cieho ramca je sposobeny zaradenim
alebo vymazanim nukleotidu v kéduju-
cej sekvencii antigénu, pricom transla-
ciou potom vznikd neoantigén s Uplne
odlisnou sekvenciou v porovnani s vlast-
nym antigénom. Predpokladd sa vysoka
imunogénnost. Laumont et al vo svo-
jej studii dokazuju, Zze antigény vznik-
nuté posunom ¢itacieho rdmca alebo
translaciou nekédujucich oblasti su pre-
zentované molekulami [udského leuko-
cytového antigénu (human leukocyte
antigen - HLA) a mo6zu vyvolat Speci-
fickld reakciu imunitného systému. Od-
haduje sa, ze az 10 % peptidov prezen-
tovanych molekulami HLA pochadza

z nekédujucich oblasti genému alebo
z produktov vzniknutych posunom ¢i-
tacieho ramca [13]. Alternativne mozu
neoantigény vznikat pri translokacidch
chromozémov alebo pocas peptidového
splicingu. Pri translokacii chromozé-
mov dochadza k spojeniu 5" konca génu
s 3'koncom iného génu a tak vznika fuzny
protein. Translokadcia chromozémov je
charakteristicka pre sarkdbmové ochore-
nia a zabezpecuje nadorovym bunkam
nesmrtelnost. Ukazalo sa, Ze cast sek-
vencie novovzniknutého flizneho pro-
teinu charakteristického pre synovialny
sarkém sa viaze na HLA molekuly a indu-
kuje cytotoxické T bunky [14]. Peptidovy
splicing sa typicky odohrava v protea-
zéme, pricom dochddza k vystiepeniu
segmentu z proteinu a k tvorbe neoan-
tigénu fuziou zvysnych segmentov [15].
Metédami hmotnostnej spektrometrie
(mass spectrometry — MS) bol popisany
fazny peptid zlozeny z dvoch segmen-
tov sekvencie proteinu SP110 spojenych
v opacnom poradi. Chromatografickou
analyzou eludtu HLA prezentovanych
peptidov bolo dokazané, Ze fuzny pep-
tid je prezentovany na HLA molekulach
a rozpoznavany CD8+ T bunkami [16].
Identifikdcia neoantigénov je kompli-
kovana a vyzaduje zapojenie MS, kde
dochadza k limitacii, pokial nie su do-
stupné metddy schopné predpovedat
sekvenciu neoantigénu. Vyskum imu-
nogénnych ligandov prezentovanych
na HLA molekuldch vyZzaduje kombina-
ciu viacerych analytickych technik pre
Uspesnu identifikaciu a popis ich vyuzi-
tefnosti pre protinddorovu terapiu.

Identifikacia tumor Specifickych
neoantigénov

Identifikdciu neoantigénov na gené-
movej Urovni umoznil rozvoj sekveno-
vania novej generacie (next generation
sequencing — NGS) metéd exémového
alebo RNA sekvenovania. Uskalia iden-
tifikdcie neoantigénov metédami NGS
spocivaju vo vyskyte polymorfizmov,
v heterogenite nadoru, v chybach pri
sekvenovani a v analyze dat. Navyse,
zostavovanie gendmovej sekvencie je
komplikované pritomnostou paraldg-
nych sekvencii, repeticiami, mobilnymi
elementami (transpozény), chybami
v prepise RNA do cDNA, chybami v refe-
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renc¢nej sekvenciiato moze viest kidenti-
fikacii falosne pozitivnych mutacii v sek-
venovanom genéme [17]. NGS metddy
prispeli k identifikdcii mnozstva mutdcii
v roznych typoch nddorového tkaniva
a bolo zistené, Ze vyskyt mutacii v nddo-
rovom tkanive je determinovany typom
nadoru. Vietky identifikované mutacie
viak nemusia byt prekladané na ribozé-
moch a nemusia ziskat podobu neoanti-
génu. Metédy MS umoznuju vyskum na
Urovni proteému a poskytuju priamu in-
formaciu o existencii neoantigénu. Ana-
lyza MS dat je vsak zavisla na dostup-
nosti referen¢nej databdzy skimanych
proteinov a je temer nemozna bez vedo-
mosti o tom, ¢o sa vo vzorke hlada. Prave
preto sa kombinacia NGS a MS metéd
javi ako idedlna. NGS metddy poskytnu
referen¢nu databazu kandidatnych ge-
némovych mutdacii a MS metédami sa
overi pritomnost prislusnych neoantigé-
nov na proteinovej urovni.

Vyber tumor $pecifickych
neoantigénov vhodnych

pre protinadorovu terapiu

a mechanizmus aktivacie
neoantigénovej imunitnej
odpovede

Identifikované neoantigény mézu sku-
to¢ne v bunke vznikat, no nemusia byt
imunogénne, pretoze nedochadza k ich
prezentacii HLA molekulami a k ich roz-
pozndvaniu T bunkami. Pravdepodob-
nost Uspesnej prezentacie neoantigénu
zavisi od afinity a stability komplexu
neoantigén — HLA [11]. Afinita neoan-
tigénu k HLA molekule pacienta mbze
byt predpovedana in silico a pre tento
ucel bol v minulosti vyvinuty algoritmus
NetMHC [18]. Vysledky in silico predikcie
mozu byt nepresné a skreslené, pretoze
su zalozené na vypoctovych metédach.
Tvorba komplexu neoantigén - HLA
moze byt otestovana aj in vitro. V sucas-
nosti su dostupné in vitro testy, ktoré
popisuju afinitu a stabilitu komplexu
v nanomoldarnych koncentraciach a pri
fyziologickych podmienkach [19]. Testo-
vanieinsilico a in vitro stale nie je zarukou
vyberu imunogénneho neoantigénu.
Neoantigény potencujuce protinddo-
rovl imunitnu odpoved musia byt spra-
cované dendritickymi bunkami in vivo
a prezentované HLA molekulami na ich

povrchu. Tvorba $pecifickej protinadoro-
vej imunitnej odpovede je podmienend
kontaktom HLA neoantigénového kom-
plexu na povrchu dendritickych buniek
s T bunkovym receptorom (T-cell re-
ceptor - TCR) na povrchu CD4+ a CD8+
T buniek. Po aktivacii T bunky neoan-
tigénom je sila imunitnej odozvy za-
visld na kostimulacii sprostredkovanej
imunostimula¢nymi cytokinmi (IL-12,
IFN-a). Nasledne, aktivované T bunky
musia byt dopravené k tumoru, kde TCR
musia $pecificky rozoznat HLA neoan-
tigénové komplexy prezentované na-
dorovymi bunkami. Na zédver dochadza
k lyze rakovinovych buniek uvolnenim
cytotoxickych granulocytov.

Identifikdcia a popis HLA prezentova-
nych neoantigénov potencujicich imu-
nitny systém pacienta je podstatnym
krokom k tvorbe efektivnej neoantigé-
Sucasny rozvoj proteomickych metéd
a metdd sekvenovania nukleovych ky-
selin umoznil zacielit nds vyskum na
ich identifikaciu vo vzorkach ludskych
nadorov.

Proteogenomicka platforma na
identifikaciu neopeptidov v bio-
logickom materiali

Proces tvorby neoantigénovej vak-
ciny potencujucej protinddorovd imu-
nitnt odpoved je komplexny a ponuka
mnoho moznosti optimalizacie. Pod-
statnou castou tvorby neoantigénovej
vakciny je popis charakteristickych mu-
tacii (obr. 1). Genomické metédy neda-
vaju priamu odpoved na otazku, ¢i je
konecny produkt zodpovedny za aktiva-
ciu T buniek pritomny v nddorovom tka-
nive. Nas vyskum prebiehal na urovni
proteému, kde sme priamo skumali pri-
tomnost a kvantitu efektorovej mole-
kuly — neoantigénu. Proteomickd pri-
prava peptidovej vzorky pre MS a MS
analyza prebehla podla publikovanych
protokolov [20-22]. V skratke, melano6-
mova bunecna linia A375 bola napes-
tovana do 80% konfluencie a lyzova-
nana do 8 M mocoviny v 0,1 M Tris-HCI,
pH 8,5. Bunecné lyzaty A375 boli spraco-
vané podla protokolu Stiepenia protei-
nov na filtri (filter-aided sample prepara-
tion — FASP) a odsolené podla Bouchala
et al [20,21]. K detekcii neoantigénov

sme vyuzili zdkladné MS metdédy. Iden-
tifikacia proteinov prebiehala v data
dependentnom akvizicnom maéde na
hmotnostnom spektrometri Triple TOF
5600+ [22]. Problematika MS analyzy
neoantigénov spocivala hlavne v nedo-
stupnosti referenénych databdaz potreb-
nych na prehladavanie MS dat. Bezne
dostupné referencné databazy obsa-
huju sekvencie proteinov vo wild type
formach a ich pouzitie k detekcii mu-
tantnych foriem proteinov je limitované.
MS metoédy su zaloZzené na merani po-
meru hmotnosti k ndboju (m/z) a iden-
tita mutovaného proteinu nemdze byt
z beznej wild type referen¢nej databazy
priradend napriek tomu, Zze mutovany
protein bol po¢as MS analyzy deteko-
vany. Dévodom je zmena molekularnej
hmotnosti proteinu a zmena fragmen-
ta¢ného spektra, pripadne tvorba no-
vého miesta pre proteolytické Stiepe-
nie vplyvom mutacie. K identifikacii
mutantnych foriem proteinov je nevy-
hnutna tvorba vlastnej referen¢nej data-
bazy s mutantnymi sekvenciami protei-
nov. Genomické metddy NGS poskytuju
moznost de novo celogenémového sek-
venovania a identifikdciu genetickych
mutacii na drovni DNA alebo RNA. Filt-
raciou zalozenou na pocte readov alebo
na abundancii varianty sme ziskali da-
tabdazu vysokopravdepodobnych muta-
cii. Nasledne bola odvodena referenéna
databdza mutantnych foriem proteinov
preloZzenim genetickej informacie do
aminokyselinovej sekvencie. Takto pri-
pravena mutantna referencna databaza
bola potom pouzitéd na prehladavanie
MS dat (obr. 1). Pre kazdy mutantny pro-
tein/peptid je k dispozicii tatistika vyja-
drujuca pravdepodobnost, s ktorou bol
identifikovany. Mutantné proteiny/pep-
tidy identifikované s vysokou konfiden-
ciou pravdepodobne vznikaju v mu-
tovanej forme, no napriek tomu moze
dochadzat aj k nesprdvnemu prirade-
niu fragmenta¢ného (MS/MS) spektra
k sekvencii mutovaného proteinu. Vy-
sledky MS analyzy vyzaduju dokladnu
kontrolu a validaciu. Kontrola pokrytia
mutantnej pozicie ako aj kontrola frag-
mentacného spektra neoantigénu vyl-
Uc¢i moznost identifikacie wild type pep-
tidu. MS metédy nemusia zaznamenat
podstatné nizkoabundantné peptidy
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Obr. 1. Proteogenomicka platforma na identifikaciu, kvantifikaciu a validaciu mutantnych proteinov/neopeptidov.

Obrazek zobrazuje moznosti identifikacie a kvantifikdcie mutantnych aminokyselinovych sekvencii za pomoci kombindacie genomickych
a proteomickych metéd. Kltucové je vyuzitie genomickych metéd poskytujucich Databazu pravdepodobnych mutécii, ktora je nésledne
pretransformovana do vlastnej prehladavacej kniznice. Prehladavanim LC-MS/MS dat s vlastnou ,mutantnou” kniznicou sme schopni
identifikovat mutantné proteiny/neopeptidy. Pokial je predmetom vyskumu kvantifikacia va¢sieho mnozstva mutantnych proteinov/
neopeptidov mozno pouzit metédu SWATH spojenu s tvorbou mutantnej spektralnej kniznice z LC-MS/MS dat. Validéciu, pripadne
presnu kvantifikaciu kandidatnych neoantigénov docielime pouzitim izotopovo znacenych variantov neopeptidov a metédy monitoro-
vania vybranych reakcii (SRM).

LC-MS/MS - kvapalinova chromatografia spojena s tandemovou hmotnostnou spektrometriou, SWATH - sequential windowed acquisi-
tion of all theoretical fragment ion spectra, SRM - selected reaction monitoring, FDR - false-discovery rate
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pod detekénym limitom metddy. Efekti-
vitu procesu identifikacie neoantigénov
sme zvysili znizenim komplexity vzorky
preseparaciou. Délezitym faktorom bola
ortogonalita preseparacnej metédy na
separacnui metédu v druhom chromato-
grafickom rozmere [23]. Efektivna dvojdi-
menziondlna chromatografickd metéda
(dvojrozmernd kapalinova chromatogra-
fia (2D LQ)) vyuziva odlisné mechanizmy
separacie v prvom a druhom chromato-
grafickom rozmere. Dobrym prikladom
je nas systém s preseparaciou v bazickej
reverznej faze nasledovany separaciou
v kyslej reverznej faze. Aplikaciou dvoj-
rozmernej kvapalinovej chromatografie
spojenej s tandemovou hmotnostnou
spektrometriou (2D LC-MS/MS) mozno
mnohonasobne zvysit pocet identifi-
kacii a zvysit pokrytie v mutovanej ¢asti
sekvencie. Moznosti optimalizacie pro-
cesu LC-MS identifikacie neoantigénov
spocivaju aj v pouZziti chipovych chroma-
tografickych kolon vynikajucich nizsim
protitlakom, lepSiou separaciou a repro-
ducibilitou oproti klasickym kapildarnym
kolondm. Optimélnou 2D LC-MS/MS
metédou sme identifikovali az desiatky
neoantigénov.

Cielena proteomika ponuka moznost
validacie LC-MS/MS dat. Metédu SRM
(selected reaction monitoring) sme za-
cielili na konkrétne vybrané kandidatne
neoantigény. Informéacie potrebné pre
tvorbu SRM metédy sme ziskali z MS/MS
dat prislusnych neoantigénov. Vysledné
SRM data boli spracované podla dobre
definovanych pravidiel implementova-
nych v softvéri Skyline [24]. Déveryhod-
nost SRM validacie neoantigénov sme
zvysili pouzitim prislusnych tazkych fo-
riem neoantigénov s izotopovym zna-
¢enim, ktoré slizia ako referencné pep-
tidy. Referen¢né izotopovo znacené
peptidy sme museli dokladne navrh-
nut. Izotopovo znacend aminokyselina
by mala byt v takej pozicii, aby sa spolu
so zamenenymi aminokyselinami vysky-
tovala v ¢o najva¢som pocte fragmen-
tovych iénov. Fragmentacné spektra re-
feren¢nych peptidov sa musia dokonale
podobat spektram neoantigénov a re-
tencny cas oboch foriem musi byt iden-
ticky. Uspedne validovany neoantigén sa
potom da povazovat za exprimovany na
proteinovej Urovni [25]. V pripade, Ze je

predmetom zaujmu kvantita neoanti-
génu, metéda SRM ponuka moznost ab-
solutnej kvantifikacie. Relativna kvan-
tifikdcia metédou SWATH (sequential
windowed acquisition of all theoretical
fragment ion spectra) je vynimoc¢na svo-
jou robustnostou a schopnostou kvan-
tifikovat vietky detekovatelné proteiny
v jednom chromatografickom behu [26].
Do buducna sa da predpokladat aplika-
cia metody SWATH pre robustnu kvan-
tifikaciu viacerych mutantnych foriem
peptidov alebo neoantigénov v réznych
typoch vzoriek za ré6znych podmienok.
Pre Uspesnu kvantifikaciu bude klucové
vytvorenie spektralnej kniznice obsahuj-
ucej MS/MS spektra mutantnych pro-
teinov (obr. 1). Po Uspesnej identifika-
cii a validacii neoantigénov je potrebné
pokracovat vyberom peptidov, ktoré
su prezentované imunitnym systémom
a su imunogénne. Z pociato¢ného listu
tisicov variantov identifikovanych me-
tédami NGS sa dostavame k stovkam
alebo desiatkam neoantigénov, ktoré su
skuto¢ne exprimované na proteinove;j
urovni. Naslednou dékladnou validaciou
in silico, in vitro a in vivo sa okruh kandi-
détov zUzZi este viac, az sa dostdvame
k listu niekolkych kandidatov vhodnych
pre tvorbu protinddorovej vakciny. Iden-
tifikacia neoantigénov pouzitelnych pre
tvorbu protinddorovych vakcin je mul-
tidisciplinarna zalezitost vyZadujuca ko-
lektiv vedcov so znalostami z mediciny,
imunolégie, molekularnej bioldgie, bio-
chémie a analytickej chémie. Napriek
zlozitosti problematiky vzniklo niekolko
publikacii, kde sa autorom aspon ¢cias-
to¢ne podarilo vyuzit vlastné neoan-
tigény pacienta k remisii nddorového
ochorenia (vid nizsie).

Uspesné aplikacie
neoantigénovych vakcin

v protinadorovej terapii

Ott et al pripravili personalizované
neoantigénové nadorovo-specifické
vakciny pre pacientov s melanémom [27].
Pre vakcinaciu bolo vybranych 20 neo-
epitopov na zdklade DNA a RNA sek-
venovania a modelovania afinity k HLA
molekulam. Vakciny boli aplikované
subkutanne. U pacientov bola deteko-
vana indukcia CD4+ a CD8+ T bunko-
vej odpovede, pricom T bunky $pecificky

rozliSovali nddorové neoantigény od
wild type antigénov. U 4 zo 6 pacientov
doslo k remisii ochorenia pocas 25 me-
siacov od vakcindcie. Dvaja pacienti s re-
lapsom ochorenia boli dodato¢ne lie-
¢eni anti-PD1 biologickou liecbou, ktora
viedla k expanzii neoepitop-$pecifickych
buniek a ku kompletnej remisii ocho-
renia. Sahin et al pouzili k protinddoro-
vej vakcinécii molekuly RNA kédujuce
neoantigény, ktoré zaroven sluzili ako
adjuvans a potencovali imunitnu reak-
ciu [28]. Molekuly RNA kédovali 27-ami-
nokyselinové sekvencie obsahujlce
neoepitopy s vysokou pravdepodob-
nostou vazby na molekuly MHC I. a Il.
triedy. Vakcinacia pacientov s pokro-
¢ilym melanémom viedla ku 3pecific-
kej imunitnej reakcii cielenej proti neo-
epitopom vybranych neoantigénov.
V resektate metastatického melano-
mového tkaniva bola objavena T bun-
kova infiltracia spojend s neoepitop-
-$pecifickou eliminaciou nadorovych
buniek. U 2 z 5 pacientov doslo k remi-
sii metastatického melanému. Jeden
z pacientov relaboval po tom, ¢o doslo
k Uniku nédoru spod kontroly imunit-
ného systému. Dodato¢nou administra-
ciou lie¢by inhibitormi imunitnych kon-
trolnych bodov bol efekt protinadorovej
vakcinacie obnoveny a zosilneny.
Komentované klinické $tudie doka-
zuju ucginnost neoantigénovej vakcina-
cie v praxi. K SirSiemu popisu Uspesnosti
a efektivity neoantigénovej vakcina-
cie v protinddorovej terapii bude v3ak
nutné rozsirit skupinu pacientov a po-
kusit sa aplikovat vakcinaciu na rozne
typy nadorov. Sucasné poznatky na-
znacuju, Ze neoantigénovu vakcina-
ciu je vhodné kombinovat s komple-
mentarnymi liecebnymi postupmi. Ako
uspednd sa javi kombindcia s inhibi-
tormi imunitnych kontrolnych bodov.
K tvorbe neoantigénovych protinado-
rovych vakcin je potrebné doriesit kom-
plikacie s identifikdciou imunogénnych
neoepitopov, aktivaciou T bunkovej od-
povede v mieste tumoru a s adaptaciou
tumoru na imunitnu reakciu. Problema-
tickd moze byt aj postupna strata HLA
molekul na povrchu nadorovej bunky,
tvorba fyzickej bariéry, sekrécia imu-
nosupresivnych molekul, pripadne re-
kruitdcia buniek zodpovednych za
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utlmenie imunitnej reakcie. Navyse, po-
dla matematickych modelov, sa vplyvom
neoantigénovej vakcinacie predpoklada
postupna selekcia subpopulacie nado-
rovych buniek bez prezentacie neoanti-
génu HLA molekulami.

Zaver

Neoantigénova vakcinacia ma potencial
zmenit sucasné pristupy k lie¢be nado-
rovych ochoreni a individualizovat pro-
tinddorovu lie¢bu. Budicnost tohto po-
stupu bude zavisiet od automatizacie
procesu ziskavania imunogénnych neo-
epitopov pacienta a od Uspesnosti zis-
kavania kontroly nad procesmi veducimi
k protinadorovej imunite. Podstatné
bude aj nacasovanie a volba spravneho
rezimu pridavnej liecby.
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