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Nadorova onemocnéni jsou ve vétSiné pii-
padti nevylécitelnd a smrtelnd. Jsou prici-
nou zhruba 25 % v$ech tumrti v CR. Bohu-
zel obcas doslova jako blesk z ¢istého nebe
postihnou i mladé pacienty v produktivnim
véku. Vétsina pacientti si klade otazku, co
udélali Spatné, jestli méli ptijit k 1ékafi diive,
jestli ndhodou neopomnéli varovné piizna-
ky, které je trapily i nékolik mésict pred zjis-
ténim diagnézy. Mnoho pacientti bohuzel
promeska vhodnou dobu, kdy je nador jes-
té lokalizovany a dobfe 1écitelny, a zacina se
1é¢it teprve, kdyz je onemocnéni jiz rozsahlé
a téméf nevylécitelné. Zakladni 1é¢ebna stra-
tegie je mnoho let v principu stejna: chirur-
gické vyjmuti nadord, zni¢eni nadorové tka-
n¢ ionizujicim zafenim a zabiti nddorovych
bunék podanim latek toxickych pro rychle
se délici bunky (chemoterapie). Tyto klasic-
ké postupy mohou vylécit rakovinu vétsinou
pouze v casnych stadiich, pozdéji nikoliv.
V poslednich letech se Sance na vyléceni c¢i
alesponi Sance na podstatné prodlouzeni zi-
vota nemocnych vyrazné zvySuje. Z¢asti je to
diky zlepSeni onéch klasickych metod (napf.
nové operac¢ni postupy, které umozni prova-
dét radikalnéjsi vykony, G¢innéjsi a presnéjsi
radioterapie, lepsi podpiirna 1é¢ba umoznu-
jici intenzivnéjsi chemoterapii, kterou by dii-
ve pacienti nepfezili). Stale ale roste vyznam
principidlné novych, cilenych léciv. Ta na-
priklad selektivné inhibuji mutované enzy-
my kinazy, zptsobujici maligni transformaci,
nebo blokuji urcité signalni drahy nezbyt-
né pro pfezivani malignich bunék. Limituji-
cim faktorem ,klasickych“ protinddorovych
1é¢iv je jejich toxicita, kterd se projevuje ty-
picky tutlumem krvetvorby, poskozenim srd-
ce, jater, ledvin a sliznic traviciho traktu. Ale
i nova cilena lé¢iva mohou mit zavazné ne-
zadouci ucinky a jejich klinické uziti je za-
tim v praxi ¢asto omezené pouze na klinic-
ké studie.

Jak zvysit intenzitu 1écby, aniz by
soucasné rostla i toxicita?

Odpovédi na tuto otizku muze byt biolo-
gicka 1écba. Tak oznacujeme lé¢ebné postu-
py, které caste¢né vyuzivaji k pomérné spe-
cifickému zabijeni nadord pacienttiv vlastni
imunitni systém.! Nejcastéji se pfitom vyuzi-
va uméle vyrobenych monoklonalnich pro-
tilatek? reagujicich s antigeny na povrchu
nadorovych bunék. V podstaté to fungu-
je uplné stejné, jako kdyz imunitni systém
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likviduje bakterie nebo bunky infikované vi-
ry. Molekuly podané ,,umélé® protilatky se
navazou na povrch nadorovych bunék a na-
sledné aktivuji efektorové mechanismy imu-
nity zalozené na fagocytéze, soustavé obran-
nych proteini zvanych komplement, a na
NK bunkéach (Natural Killers, pfirozeni za-
bije¢i). Jedna z nejpouzivanéjsich a nejucin-
néjsich terapeutickych monoklonalnich pro-
tilatek je Rituximab rozpoznavajici antigen
zvany CD20, coz je molekula fyziologicky
pfitomna na povrchu zdravych B-lymfocy-
td, ale také na povrchu bunék nékterych ty-
pt leukemii a lymfomt. Podanim této pro-
tilatky de facto imunitni systém ,,podvedeme*
- donutime ho, aby lymfomy povazoval za ci-
zi nebo infikované tkané, které musi byt z or-
ganismu odstranény.

Protilatky jsou vskutku tizasné molekuly
s obrovskym potencidlem - nejenze nas pfi-
rozen¢ chrani pfed infekcemi, ale ve formé
monoklonalnich protilatek je mozno je umé-
le ptipravit ve velkém mnozstvi a pouzit napft.
k 1é¢bé onkologickych a autoimunitnich one-
mocnéni. Na protilatky lze také chemicky
navazat radioaktivni izotopy nebo rtizné to-
xiny a tyto (radio)imunotoxiny pouzit jako
»Hzené stiely” pro smérovani prfimo do nado-
rové tkané. Lécba pomoci monoklonalnich
protilatek patfi k nejrychleji se rozvijejicim
obortim dne$ni mediciny a predstavuje jiz
dnes mnohamiliardovy segment globalizo-
vaného trhu farmak. Kazdym rokem se ob-
jevuji nové a nové terapeutické monoklonal-
ni protilatky. S trochou nadsazky lze rici, ze
jiz neexistuje témét zadny znamy povrchovy
antigen, ktery by nebyl vyzkousSen jako jejich
mozny terapeuticky cil. Pfes tyto slibné po-
stupy ale bohuzel pofad plati, Ze ani nejno-
v¢jsi biologicka léciva nedokazou zcela vylé-
¢it pokrocila nddorova onemocnéni.

Jaké dalsi nové lécebné metody

prichazeji v avahu?

Zda se, ze se nedavno podafilo ucinit néko-
lik skute¢né pralomovych objevil. Jiz mno-
ho let se testuji postupy zalozené na vyvolani

1) Pozn. red.: Pro snadnéjsi orientaci v zakladnich pojmech imunologie doporu-
Cujeme ctenafi clanek V. Hofejsiho ,Jak funguje (a nékdy nefunguje) imunitni
systém" ve Vesmiru 88,116, 2009/2.

2) Privlastek ,monoklonalni” znadi, Ze jsou to velmi homogenni produkty jedi-
ného klonu bunék (uméle imortalizovanych B-lymfocytt). Fyziologicka proti-
latkova odpovéd je vysoce polyklonalni (vznikajici protilatky proti ur¢itému an-
tigenu jsou velmi heterogenni produkty tisict klond B-lymfocytd).
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protinddorové imunitni reakce pomoci vak-
cinace. Je totiz znamo, ze imunitni systém
je ve vétsiné pripadt schopen rozpoznat, ze
nadorové bunky jsou abnormalni, ale ¢asto
neni schopen je uc¢inné likvidovat. Nadoro-
vé bunky se totiz uméji proti ttok@im imunit-
niho systému mnoha zptsoby branit. Proto
je potieba uméle povzbudit imunitni systém,
tak aby obranné mechanismy nadoru pie-
konal. D4 se toho docilit tfeba tim, Ze se do
organismu vpravuje vétsi mnozstvi nadoro-
vych antigend za pf”itomnosti adjuvantnich
(pomocnych) latek, které vyrazne zvySuji
imunitni odpovéd. Jde tedy o stejny princip
jako u vakcinace proti infek¢nim mikroorga-
nismim. Jinou moznosti zvySit ii¢innost pii-
rozené imunitni protinadorové reakce nebo
ucinnost protinadorové vakcinace je vyradit
nékteré obranné mechanismy nadort — napf.
pfechodné odstranit regula¢ni T-lymfocyty,
které nadorovou tkan brani, protoze je az
ptilis podobna tkanim normalnim. Tyto pii-
stupy ale zatim nebyly v klinickych testech
moc uspésné.

Dalsi moznost, jak razantné zadtocit na nador
Pfirozené (a obvykle malo G¢inné) protina-
dorové mechanismy jsou vét§inou zalozené
na cytotoxickych T-lymfocytech (Tc). Tyto
lymfocyty bunku bez milosti zabiji, pokud
na jejim povrchu najdou néco ,nepatfi¢né-
ho* (napf. fragment virového nebo nadoro-
vého antigenu).

Tc rozeznavaji cilové struktury (antige-
ny) pomoci vysoce specifickych T-receptorti
(TCR). Kazdy z mnoha miliond klonti bu-
nék Tc je vybaven ponékud odlisnym TCR,
ktery velmi specificky rozeznava néjaky moz-
ny antigen. Poznamenejme jesté, zZe tyto re-
ceptory rozeznavaji nikoli cizorodé struktu-
ry jako takové, ale jejich kratké fragmenty
(peptidy) navazané na molekulach hlavniho
histokompatibilniho komplexu (MHC, u lidi
zvany téz HLA), které slouzi jako jejich nosi-
¢e na bunééném povrchu.

Pokud bunka Tc rozezna pomoci svych re-
ceptori na bunééném povrchu ,,spravny“ an-
tigen, projevi se toto ,,zatahdni“ za TCR spus-
ténim slozité kaskady signalizacnich déja,
které nakonec vedou k aktivaci nékolika me-
chanismt zptsobujicich zabiti kontaktované
bunky. K tomu, aby byl tento proces optimal-
né ucinny, se ho musi ztcastnit jesté¢ nékolik
pomocnych receptorti a adhezivnich molekul.

Potiz je ale v tom, Ze bunék Tc mame si-
ce v téle mnoho miliard, ale jen velmi mala
¢ast z nich je pripravena rozeznavat antige-

MUDr. Pavel Otahal, Ph.D., (*1976) vystudoval 2. Iékarskou fakul-
tu UK v Praze. Absolvoval postdoktoralni pobyt na Pennsylvania
State University College of Medicine. Na 1. Iékarské fakulté UK
av Ustavu molekularni genetiky AV CR, v. v. i., se vénuje zakladni-
mu a aplikovanému vyzkumu imunoterapeutickych postup.

Prof. RNDr. Vaclav Hofejsi, CSc., (¥1949) vystudoval Pfirodové-
deckou fakultu UK v Praze. V Ustavu molekularni genetiky AV CR,
v. V. i., ktery od roku 2005 fidi a kde je vedoucim Oddéleni mo-
lekularni imunologie, se zabyva povrchovymi a signalizacnimi
molekulami bunék imunitniho systému. Piednasi imunologii na
Prirodovédecké fakulté UK v Praze.
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1. Schéma chimérického antigenniho receptoru rozeznavajiciho povrchovy pro-
tein leukemickych bunék CD19. Molekula chimérického receptoru se sklada
z (a) extracelularni rozeznavaci ¢asti pochazejici z molekuly monoklonalni proti-
latky specifické pro povrchovy antigen leukemickych bunék CD19, (b) kratkého
transmembranového tseku (20 hydrofobnich aminokyselin), kterym je recep-
tor zakotveny v povrchové membrané buriky, () intracelularniho signalizacni-
ho aseku pochazejiciho z pomocného (kostimulaéniho) receptoru T-lymfocyti
zvaného 4-1BB (CD137) a (d) intracelularniho signaliza¢niho useku pochazeji-
ciho ze signaliza¢ni podjednotky { T-receptorového komplexu. Molekula chimé-
rického receptoru je na genové arovni uméle ,poskladana” z uvedenych &asti tri
prirozenych molekul a optimalné kombinuje jejich vlastnosti. Specifita takového
konstruktu muize byt vcelku libovolné ménéna pouzitim prislusnych vychozich

monoklonalnich protilatek (resp. genti kédujicich jejich polypeptidové retézce).

ny urcitého typu nadoru. To je také jednou
z pfi¢in nedostate¢né imunity proti nado-
rim. Naprostd vétSina Tc je totiz pfiprave-
na k rozeznani uplné jinych struktur — napft.
rozmanitych virovych antigent na povrsich
infikovanych bunék, molekul na povrchu
poskozenych bunék nebo néjakych uplné ji-
nych nadorovych antigent.

2. Likvidace leukemickych bunék modifikovanymi burikami Tc nesoucimi chime-
ricky receptor. Burika Tc rozezna pomoci chimerického ,superreceptoru” CAR
na povrchu leukemické buiiky povrchovy antigen CD19. Kontakt mezi molekula-
mi CAR a CD19 spusti v burice Tc signalizaéni déje, které vyusti v aktivaci cyto-
toxickych mechanismu a zabiti napadené leukemické buriky. Burika Tc nasledné
muzZe kontaktovat a zabit dal3i leukemické buriky (,sériové zabijeni”). Na po-
vrchu prislusnych bunék jsou desetitisice az statisice kopii molekul CD19, resp.
CAR. Kromé toho jsou na jejich povrsich stovky jinych druht povrchovych pro-

LMo

teint (v tisicich az milionech exemplari).
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3) Brentjens R. J. et. al., Sci.
Transl. Med. 2013, 5(177):
177ra38; Grupp S.A.et.al.,

N. Engl. J. Med. 2013, 368(16):

1509-1518.

Bylo by proto idealni, kdybychom moh-
li néjakym zplisobem mnohondsobné zvy-
Sit pocet Tc specifickych pro ten konkrétni
»spravny“ nadorovy antigen. Ukazuje se, Ze
to s pomoci modernich molekularnébiologic-
kych metod skute¢né 1ze udélat. Zakladnim
principem je vybavit uméle velké mnozstvi
Tc zadoucimi T-receptory. To se da v princi-
pu udélat tak, Ze zjednodusené fec¢eno izolu-
jeme klony Tc se spravnou specifitou, vyklo-
nujeme z nich geny kédujici polypeptidové
fetézce jejich TCR a pak je pomoci zavede-
nych virovych vektorti vpravime do smési Tc
izolovanych z krve pacienta. Tyto Tc potom
budou mit dva rtzné TCR - svlij ptivodni
a ten nové vpraveny protinddorovy. Pied né-
kolika lety se tak skutecné zacalo postupo-
vat, ale ukazalo se, Ze tato cesta neni sprav-
na, protoze ptinasi prili§ mnoho technickych
obtizi. TCR je totiz strukturné komplikova-
ny (sklada se ze dvou ,rozeznavacich® a ¢tyf
signaliza¢nich podjednotek), potfebuje spo-
lupréci s nékolika dalsimi receptory, a hlav-
né rozeznava slozity ligand - peptidovy
fragment nadorového antigenu s nosi¢ovym
proteinem MHC. Molekuly MHC jsou ex-
trémné polymorfni (existuji v populaci ve
stovkach ponékud odlisnych forem) a kon-
krétni TCR je schopen efektivné rozeznavat
takovyto ligand jen u omezeného poctu je-
dincd.

Proto se zacalo experimentovat s jedno-
du$sim umélym typem receptoru pro nado-
rové antigeny. Je sestrojen z rozeznavaci casti
odvozené z molekul protilatek (ty rozeznava-
ji jednodussi ligandy nezavislé na proteinech
MHC) a signalizacni ¢asti pochazejici z jed-
né z podjednotek TCR.

Lze totiz pomérné snadno spojit useky ge-
nt kédujicich ¢ast molekuly protilatky roze-
znavajici néjaky vhodny povrchovy antigen
s ¢asti genu kodujici vnitrobunéénou (intra-
celularni) signaliza¢ni ¢ast TCR (nebo i néja-
kého jiného receptoru). Takovyto konstrukt
bude pak kédovat umély receptor (chiméric-
ky antigenni receptor, CAR), ktery bude fun-
govat v principu stejné jako normalni TCR,
avs$ak jeho specificnost bude definovana pro-
tilatkovou casti a nebude omezena variabili-
tou nosicovych molekul MHC. Po vneseni
tohoto umélého genu do T-lymfocytti pacien-
ta a jejich namnozenti in vitro ziskame ohrom-
ny, libovolné velky pocet cytotoxickych lym-
focytl rozpoznavajicich zvoleny povrchovy
antigen nadorovych bunék. Vlastnosti tako-
vych chimérickych antigennich receptorti 1ze
jesté optimalizovat tim, Ze se do jejich vnit-
robunécnych signaliza¢nich ¢asti pridaji dal-
§i useky pochazejici z molekul pomocnych
kostimula¢nich receptorii (zvanych CD28,
4-1BB, CD40). Vznikne tak jakysi ,superre-
ceptor®, ktery proptjéuje geneticky manipu-
lovanym cytotoxickym T-lymfocytim mno-
hem silnéjsi zbrané nez ty ptirozené (obr. 1).

Tento postup byl v nékolika modifikacich
pouzit v klinickych studiich hlavné u pa-
cienti s hematologickymi malignitami (leu-
kemie a lymfomy) odvozenymi z B-lymfocy-
td. Byl pfipraven lentivirovy vektor kddujici
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chiméricky receptor specificky rozeznavajici
povrchovy protein B-lymfocytti CD19. Tento
funkéné dulezity protein je pfitomen jak na
normalnich, tak maligné transformovanych
B-lymfocytech.

Vlastni lé¢ba pak probihd v nékolika fa-
zich: nejprve jsou pacientim odebrany z kr-
ve pomoci aferézy leukocyty (vSechny bilé
krvinky obsahujici relativné malé mnozstvi
T-lymfocytt). Ty jsou nasledné aktivovany in
vitro pomoci protilatek stimulujicich T-recep-
tor a kostimulac¢ni receptor CD28 (moleku-
ly ptitomné pouze na T-lymfocytech). Takto
ptipravené aktivované T-lymfocyty se v dal-
§i fazi infikuji prislusnym lentivirovym vek-
torem a poté expanduji v kultivacnim médiu
po dobu asi 14 dnti. Béhem této kratké do-
by exponencialné rostou, takze nakonec lze
ziskat az deset miliard bunék vybavenych
chimérickym ,superreceptorem®. Ty se pak
zamrazi a ¢ekaji na vhodnou dobu pro po-
dani pacientovi, z jehoz krve byly pfipraveny.
Vzhledem k tomu, Ze se tyto bunky vpravuji
do krve pacientti, musi jejich ptiprava probi-
hat v super¢istych prostorach, je velmi naroc-
na na dodrzeni spravnych pracovnich postu-
pt a podléha piisnému dohledu regula¢nich
ufadt (v CR to jsou Statni tstav pro kont-
rolu 1é¢iv, Ministerstvo zivotniho prostredi
a etickd komise prislusného zdravotnického
zatizenf).

V organismu si tito uméle vyrobeni zabi-
jeci rychle najdou cestu k nddorovym, resp.
leukemickym bunkam a zacnou je likvido-
vat. Jakmile rozpoznaji pomoci svého chimé-
rického receptoru na jejich povrchu protein
CD19, spusti se aktivacni signaly, bunky Tc
se tésné prilepi na povrch nadorovych bu-
nék, uvolni své cytotoxické latky a zabiji je
(obr. 2). Velmi dulezité je, ze aktivace pres
chiméricky antigenni receptor navodi také
dalsi mnozeni T-lymfocytt, coz déle posilu-
je utok na nadorové bunky. Lécba sméfova-
na na antigen CD19 ma zavazny, ale nikoliv
zasadni nezddouci ucéinek — dojde i k elimi-
naci vSech zdravych B-lymfocytt. To sice ve-
de postupné k protilatkovému deficitu, ktery
viak lze spésné fesit podavanim imunoglo-
bulinti. Tento typ experimentalni 1é¢by se
zatim ovéfuje pouze na nékolika $pickovych
klinickych pracovistich v USA, a to s velmi
nadéjnymi vysledky.® Pocet takovych klinic-
kych studii vyuzivajicich rizné typy chimé-
rickych antigennich receptorti (nejen proti
CD19) proto rychle roste (blize viz www.cli-
nicaltrials.gov) a je jisté, Ze v blizké budouc-
nosti lze skute¢né ocekavat rychly rozvoj té-
to metody.

V laboratotich Ustavu molekulérni geneti-
ky AV CR a 1. 1ékatské fakulty UK vyvijime
nékolik novych typt chimérickych antigen-
nich receptorti (CAR), které by bylo mozno
béhem nékolika let testovat v klinickych stu-

diich. -

Abstract: Chimeric antigen receptors (CARs) are engineered receptors which
after expression in cytotoxic T cells (Tc) may turn these cells into effective anti-
-tumour effectors with therapeutic potential. So far promising results were ob-
tained in clinical studies mainly with leukemia patients. The authors' laborato-
ries are currently working on novel CAR types.
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