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nadorovych onemocnéni se stava realitou!

Imunoterapie nadorovych onemocnéni byla po nékolik desitek let
velkym a kontroverznim tématem, které stiidavé vyvolavalo viny
optimismu a pesimismu. K jakému pokroku realné doslo po di-
kladném poznani fady zakladnich imunologickych mechanismuti?

Prof. RNDr. Vaclav Hofejsi,
CSc., viz Vesmir 94, 93,
2015/2.
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V poslednich nejméné dvaceti letech byly
na mezindrodnich imunologickych kongre-
sech sekcim vénovanym tomuto tématu pro
mimotradny zdjem vzdy rezervovany ty nej-
vétsi prednaskové saly. Nicméné poslucha-
¢i z nich opakované odchazeli se smiSenymi
pocity — pfednasejici prezentovali vyborné
hodnoty dosazené na mysich modelech nebo
mnohem skromnéjsi vysledky klinické, pro
néz bylo typické, ze ty pozitivni se dostavi-
ly jen u nékolika mélo procent pacientd, a to
i tehdy, kdyz obdobné preklinické vysledky
na mysich modelech byly az spektakuldrné
dobré. Nyni se ale ziejmé situace méni — zda
se, ze po dukladném poznani fady zdklad-
nich imunitnich mechanismi a jejich regu-
lace mohou nékteré nové imunoterapeutické
postupy jiz velmi brzy pfinést alespon u né-
kterych onkologickych onemocnéni skutec-
ny prulom a pfinejmensim dc¢inné doplnit,
ne-li ¢astecné nahradit standardni metody,
jako je chemoterapie a radioterapie.

Da se tici, ze jako vice ¢i méné perspektivni
se dnes jevi vyuziti nékolika zndmych zbrani
imunitniho systému, a to jak jednotlivé, tak
v kombinaci s konven¢néjsimi postupy.

Chemoterapie jako pomocnik
imunitniho systému?

Vseobecné se soudi, ze chemoterapie posko-
zuje imunitni systém pacienta a m@iZe mit ne-
gativni diisledky pro sice slabé, ale piece jen
existujici prirozené protinadorové obranné
mechanismy. Pfekvapivym objevem nékolika
poslednich let je, ze nékterd chemoterapeu-
tika (napf. imatinib mesylat, cyklofosfamid,
anthracykliny, 5-fluorouracil) i urdité rezi-
my ozafovani maji imunostimula¢ni ac¢inky
- nadorové bunky totiz jejich plsobenim
simunogennim zpisobem® hynou. Ten je
charakterizovan hlavné stresovou reakci
endoplazmatického retikula a prezentaci in-
traceluldrnich molekul ,,signalt nebezpedi“!

Monoklonalni protilatky proti
nékterym nadorovym antigentim

Zakladnim piedpokladem protinadorového
ptisobeni imunitniho systému je, aby na po-
vrchu nadorovych bunék rozeznal ,nadoro-
vé antigeny® — tedy molekuly pro tyto malig-
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ni buniky vice ¢i méné charakteristické. Jak je
znamo ze zékladnich ucebnic, existuji dva ty-
py nadorovych antigenti: antigeny specifické
pro nadory (tumor-specific antigens; TSA)
a antigeny asociované s nadory (tumor-asso-
ciated antigens; TAA).

Mezi antigeny pro nadory specifické pa-
tfi molekuly, které se na normalnich bun-
kach viibec nevyskytuji, jako napt. komplexy
MHC molekul s abnormalnimi fragmenty
bunéénych proteinti (produkty mutovanych
gent, resp. produkty abnormalniho Stépeni
normalnich proteinti v nddorové burice, frag-
menty proteint onkogennich virdl). Antige-
ny asociované s nadory se nachazeji i na né-
kterych normalnich bunkach. Patfi mezi né
napf. tzv. onkofetalni antigeny produkova-
né normélné embryonalnimi bunkami, které
v postnatalnim obdobi mizi a poté se objevu-
ji pouze na nékterych nadorovych bunkach;
patfi sem karcinoembryonélni antigen (CEA)
produkovany bunkami karcinomu tlustého
stieva nebo o-fetoprotein (AFP) sekretova-
ny hepatomy. Dalsim typem antigenti asocio-
vanych s nadory jsou nékteré melanomové
antigeny (MAGE-1, Melan-A), které jsou sil-
né¢ exprimovany na melanomovych bunkach,
v mens$im mnozstvi ale také na normalnich
melanocytech a na bunkdach testikularnich
tkani. Patt{ k nim také nékteré povrchové an-
tigeny leukemickych bunck, které jsou pfi-
tomny i na nekterych typech zdravych bilych
krvinek; nejznaméjsim ptikladem je povrcho-
vy antigen akutnich lymfoblastickych leuke-
mii CALLA (common acute lymphoblastoid
leukaemia antigen; CD10), ktery se nachazi
téZ na pre-B bunkach a neutrofilnich granu-
locytech, nebo povrchové proteiny normal-
nich i malignich B-lymfocytti CD19 a CD20.

Ptirozené protilatkové odpovédi se v obra-
né proti nadorovym onemocnénim uplatiuji
zfejmé jen velmi nedostate¢né. V poslednim
desetileti ale doslo k vyraznému pokroku
v terapeutickém vyuziti uméle ptipravenych
monoklonalnich protilatek. Pomérné rutin-
né se dnes zac¢ina pouzivat fada protinado-
rovych monoklonalnich protilatek a ve fa-
zi preklinického vyzkumu nebo klinickych
studif je mnoho dal§ich. Mechanismy jejich
pusobeni zahrnuji vétSinu dobfe znamych
fyziologickych funkci protilatek, jako je blo-
kovani receptort rdstovych faktorti nado-
rovych bunék, opsonizace (,zchutnéni pro
fagocyty), aktivace NK-bunék prostfednic-
tvim jejich Fc-receptorti (mechanismus zvany
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ADCC, tedy ,antibody-dependent cellular
cytotoxicity“), aktivace komplementu ¢i in-
dukce apoptozy.

V prvnich klinickych testech terapeutic-
kych monoklonalnich protilatek mysiho pt-
vodu bylo velkym problémem to, Ze imunit-
ni systém pacienta zacal vytvaret protilatky
proti oném cizorod}'rm (mys$im) proteino-
vym molekulam a tim je brzy inaktivoval.
Re$enim byla ,humanizace* mys$ich mono-
klonalnich protilatek — molekularné gene-
tickymi manipulacemi byly pozménény tak,
aby byly strukturné co nejpodobnéjsi proti-
latkam lidskym. Komplikaci samoziejmé zt-
stava moznost poskozeni normalnich tkanf,
které nesou onen nadorovy antlgen (trldy
asociovanych s nadory), prot1 némuz je mo-
noklonalni protilatka zaméfena, a imunose-
lekce variant nadorovych bunék, které ztrati-
ly expresi pfislusné cilové struktury. Dal$im
problémem je vysokd cena tohoto druhu lé-
¢iv — vyrobni naklady jsou objektivné mno-
hem vys§i nez u vétsiny daleko jednodussich
nizkomolekularnich chemoterapeutik.

Klinicky se zac¢inaji pouzivat (vétSinou
v kombinaci s jinymi terapeutickymi pro-
sttedky) napt. nasledujici monoklonalni pro-
tilatky (v zavorce pfislu$ny antigen a one-
mocnéni):%3
® trastuzumab, pertuzumab (ERBB2; karci-
nom prsu, ovaria, prostaty a tlustého stfeva)
® rituximab, tositumomab (CD20; lymfomy),
® alemtuzumab (CD52; chronicka lymfocy-
tickd leukemie),
® bevacizumab (VEGF - rtstovy faktor en-
dotelialnich bunék VEGF; metastaticky kar-
cinom tlustého stfeva, v kombinaci s jinymi
léc¢ivy i nékteré jiné druhy nadort).

Kromé samotnych monoklondlnich pro-
tilatek je mozno pouzit i jejich konjugatt
s ucinnymi toxiny, resp. cytostatiky (konju-
gaty se nazyvaji imunotoxiny), nebo vhodny-
mi radioizotopy s kratkym polocasem rozpa-
du (radioimunotoxiny). U téchto preparatt
protilatka zanese toxin ¢i radioizotop speci-
ficky do mista nddoru, ¢imz se snizuje nespe-
cifické postizeni zdravych tkani.

Protilatky blokujici tlumivé
receptory T-lymfocyti

Jako neobycejné perspektivni se v posledni
dobé jevi pouziti monoklondlnich protilatek
blokujicich tlumivé receptory lymfocytti T,
predev§im CTLA-4 a PD-1. Tyto receptory fy-
ziologicky slouzi k tomu, aby brzdily piilis-
né imunitni odpovédi proti patogentim, které
by jinak mohly zptisobovat nezadouci imuno-
patologické reakce. Pouziti monoklonalnich
protilatek vazicich se na tyto tlumivé recep-
tory vede k ,,odblokovani“ nddorové specific-
kych T-lymfocytt a vyraznému zvyseni jejich
protinddorové aktivity. Nejvyznamnéjsi pre-
paraty této t¥idy schvalené jiz k pouziti jsou
ipilimumab (blokuje receptor CTLA-4 a vyka-
zuje dobré vysledky u pacientdi trpicich kar-
cinomy, melanomy a lymfomy) a pembrolizu-
mab a nivolumab (oba blokuji receptor PD-1
a uplatiuji se v terapii karcinomt, melanomd,
lymfomt a glioblastom).*
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V rtiznych stadiich je také rada klinickych
testli ovéiujicich potencidl monoklonalnich
protilatek proti PDLI (ligand receptoru PD-1
exprimovany na nadorovych bunkéch) ne-
bo proti dal$imu inhibi¢nimu receptoru
LAG3. Probiha rovnéz mnoho klinickych
studii ovéfujicich potencial riiznych kombi-
naci protinadorovych monoklonalnich proti-
latek a spousta preklinickych studii zamére-
nych na fadu dalsich potencidlné nadéjnych
povrchovych receptorti lymfocytt T (TIM3/
CD366, CD200, TIGIT, BTLA/CD272, B7-

-H3/CD272, B7-H5/VISTA).

Po nedavném kongresu americké onkolo-
gické spolecnosti se pod dojmem nékterych
téméf spektakularnich vysledkd klinickych
studif, zalozenych zvlast¢ na monoklonal-
nich protilatkach proti tlumivému receptoru
PD-1, objevily (asi trochu pfehnané) komenta-
fe ohlasujici konec éry chemoterapie a nastup
imunoterapie jako hlavni terapeutické meto-
dy u nékterych onkologickych onemocnéni.

Bispecifické protilatkové konstrukty
a chimérické antigenni receptory

Imunitni systém obsahuje sice obrovské
mnozstvi klont lymfocytt T i B, ale jen ne-
patrny zlomek z nich nese receptory vazici
nadorové antigeny. To spolu s malou imuno-
gennosti nadorti zplsobuje nedostate¢nou
ptirozenou protinddorovou t¢innost imunit-
niho systému. Pomoci modernich moleku-
larné biologickych metod Ize ovSem uméle
vybavit velky pocet pacientovych T-lymfo-
cytt tzv. chimérickymi antigennimi recepto-
ry (CAR) zadouct specificity a s potfebnymi
aktiva¢nimi vlastnostmi. Takovéto genetic-
ky modifikované T-lymfocyty pak mohou
ucinné likvidovat pfislusné maligni bunky
(viz Vesmir 92, 498, 2013/9)

Na velmi podobnem pr1nc1pu Je zaloZena
i jina nadéjna metoda vyuzivajici uméle kon-
struované tzv. bispecifické monoklondlni
protilatky, jejichz jedno vazebné misto roze-
znava nadorovy antigen a druhé se vaze na
nékterou molekulu na povrchu T- ¢i NK-bu-
n¢k (CD3, CD2, CD16). Takovéto konstruk-
ty (nazyvané ¢asto BiTEs — Bispecific T-cell
Engagers) jsou schopny pfivést do tésné-
ho kontaktu nadorové bunky s velkym po-
¢tem T-lymfocyt nebo NK-bunék. Podstat-
né je, zZe tyto efektorové bunky nemusi byt
vybaveny receptory specificky rozpoznava-
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jicimi cokoli na povrchu nddorové bunky
- toto rozpoznani je zajiSténo prostfednic-
tvim jedné poloviny onoho protilatkového
konstruktu BiTE (obr. 1). Je piekvapivé, zZe
takovyto uméle navozeny kontakt mezi na-
dorovou burnkou a ,,nespecifickym“ lymfocy-
tem Uplné postacuje k aktivaci jeho cytoto-
xickych mechanismt a k likvidaci napadené
nadorové bunky. Doposud byly optimdl-
ni vysledky dosazeny s konstrukty slozeny-
mi z minimélnich Fv-fragmentt pfislusnych
monoklondlnich protilatek spojenych flexi-
bilnim linkerem optimalni délky. Prvnim
preparatem tohoto typu schvdlenym americ-
kym regula¢nim tfadem FDA je blinatumo-

6

mab - konstrukt skladajici se z Fv-fragmen-
tu monoklonalni protilatky rozpoznavajici
povrchovy protein normalnich i malignich
B-lymfocytt CD19 a Fv-fragmentu mono-
klondlni protilatky vazici CD3 podjednotku
antigenné specifického receptoru T-lymfo-
cytt.’ Vyhodou konstruktd BiTE oproti me-
todé¢ zalozené na chimérickych antigennich
receptorech je to, ze neni potieba provadét
pracné a drahé genetické modifikace T-lym-
focytt individudlnich pacienti, nebot Ié¢ivo
je jednoduse pacientim injikovdno do krve.
Nevyhodou je prozatim nepftili§ dobra stabi-
lita téchto preparatti a nutnost jejich opako-
vaného podavani.

Geneticky kod

Pod kiZi zafrané ,pravdy bezmyslenkovité tra-
dované po celd desetileti ndm brdni vidét pestry
svét okolo. Uvitdm od ctendi poukazy na dalsi
podobné obraty.

Kyslik s vodikem reaguji za urcitych podmi-
nek na vodu, za jinych na peroxid a jesté za ji-
nych vznika radikal HO". Nikoho nenapadne
tvrdit, ze obé latky reaguji podle jakéhosi koé-
du a reakce jsou vysledkem vzajemnych afinit
molekul (za danych podminek).

Podobné je to pii replikaci nukleovych ky-
selin: vzajemné afinity A: T, A: U ¢i G: G jsou
dany chemickym slozenim ptislu$nych mole-
kul (za danych podminek — napftiklad se tam
nesmi vyskytovat jiné baze nez tyto). Piesto
se Casto setkdvdme s ndzorem, zZe jde o kédo-
vé prikladani. Nejde!

O kédu lze mluvit v ptipadech, kdy jsou
objekty dvou rtiznych mnozin k sobé pfira-
zeny nikoli podle ,pfirozenosti“ (naptiklad
vzajemné afinity), ale podle klice ¢i pravidla,
které z ptrirozenosti nijak nevyplyva, je usta-
veno historicky, konvenci, kterou nutno do-
drzovat. Zdfiraznuji: konvence sama kédem
nent, nutno ji znat nezavisle na ném.

Ptredvedme si to na kddu pravopisném: jmé-
no Vyslovovane Jako [$mid] lze zapsat Jako

,Smid“, ,Schmidt, ,,Schmled a mozna i ji-
nak — nic z toho neni vynuceno existenci ko-
vari, jen a jen historickou konvenci. Podobné
[délali] se d4 zapsat jako ,délali“ i ,délaly® —
dle pravidel (kédu) ¢eské gramatiky, ktera je
nutno znat. Stejné je to s kédem vyslovnosti
zapsaného — tfeba ,,mydlo, ,Karlstein®, nebo
wyacht®. Slovo zapsané jako ,,stat“ mtze kédo-
vat jak zemi, tak d¢j, dle kontextu. (Neni to
vzdy jednoznacné. Zapis téhoz rtiznymi fon-
ty, morseovkou nebo ,tajnymi“ znackami déti
za kéd povazovat asi nebudeme, avsak zapis
pofadi bazi formou ... ACGTTC... je vlastné
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prekédovani ¢ehosi do jiného média. Adeno-
sin neni v zZddném piipadé pismenem ,,A“ ani
jakousi stopou na pamétové karté.)

Geneticky kéd — ona tabulka 64 triplett
a jim prislusejicich aminokyselin - je takovou
konvenci, ustavenou v evoluci a dodrzova-
nou viceméné vemi obyvateli biosféry. Jeho
rozpoznani je funkci (a) ribozomu, ktery urci
¢teci ramec na mRNA, a (b) baterie enzymii
aminoacyl-tRNAsyntetaz, které svazou tRNA
nesouci jisty antikodon s pfislusnou amino-
kyselinou. Pak uz je to opét véci afinity ami-
noacyl-tRNA k tripletu na mRNA (a pocho-
pitelné véci rafinovanych struktur a ¢innosti).
Dochézime k prekvapujicimu zjisténi, ze koéd
neni zapsan v mRNA, a uz viibec ne v DNA
(v genu). Tam je ulozena informace v podobé
poradi bazi, ktera je v procesu translace roz-
pozndna jakozto navod k proteosyntéze. Kod
vyvstava aZz na drovni translace, coz se vi uz
davno z pokust s nepatfi¢nymi kombinace-
mi tRNA a aminokyseliny (tim dojde k muta-
cim v proteinu, i kdyZ informace v mRNA se
nezménila); nedavno dokonce i kombinace-
mi zcela umélymi (néco jrko kdybych misto
pismenur ,,a“ zacal psét tfeba ,m“ — zkuste to
precist!). Kodujici sekvence v genech rozpo-
znavame aZ my — ex post —, kdyz uz vime, jak
funguje translace, a zname prislusné proteiny.
Nezname-li je, mtze byt rozpoznani kéduji-
cich sekvenci na trovni genu casto i chybné.

Existuje kdd na drovni DNA? Samoziejmé,
ale musi byt rozpoznan. Transkripcni aparat
napiiklad rozpozna zacatek genu; regulacni
proteiny rozpoznavaji specifické sekvence, na
které se vazou; metylace DNA urcuji vyssi for-
my regulace genové exprese. Genom je tedy
spiSe ulozistém, ve kterém systémy schopné
jeho ,¢teni® (tj. bunéény ,wetware®) podle jis-
tého kédu nachazeji ptislusné vyznamy. —3°
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