Imunitni system a nadory -
komplikovany vztah

The immune system vs. tumors -

a complicated relationship

Prof. RNDr. Vaclav Hofrejsi, CSc.

Ustav molekularni genetiky Akademie véd CR

SOUHRN

Ackoli v obrané proti nadordim je imunitni systém vétSinou mnohem méné Gspésny nez

v obrané proti infekcim, v posledni dobé byly objasnény priciny této skutecnosti a byly
nalezeny zpuUsoby, jak protinadorovou Gcinnost imunitniho systému vyrazné zlepsit. Byla
identifikovana fada vice ¢i méné specifickych nadorovych antigend, byly objasnény mnohé
bunécné a molekularni mechanismy, kterymi se nadory brani proti imunitnim zbranim. Velky
vyznam mélo formulovani a potvrzeni platnosti hypotézy imunitni editace nadord vysvétlujici
komplikované vztahy mezi nadory a imunitnim systémem. Pro teoretické poznani tohoto vztahu
bylo dlleZité objasnéni nékolika Grovni tlumivych mechanism, jimiZ imunitni systém mze
paradoxné nadory chranit. Poznatky zakladniho vyzkumu vedly konecné k vyvoji G¢innych
imunoterapeutickych postup(, které jsou nadale zdokonalovany a mohou se stat v blizké

budoucnosti hlavnimi metodami protinadorové terapie.
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SUMMARY
Although the immune system is usually much less efficient in defense against tumors

as compared to defense against infections, recent discoveries elucidated the causes of

this phenomenon and made it possible to improve the efficiency of anti-tumor immune
mechanisms. A number of more or less specific tumor antigens have been identified and
several mechanisms involved in resistance of tumors to the immune weapons have been
discovered. The formulation of tumor immune editing hypothesis and its validation was
essential for current understanding of the complex relationship between the tumor and the
immune system. The identification of several levels of immunosuppressive mechanisms has
been crucial for understanding of the paradoxical phenomenon of immune protection of
tumors. Decades of basic research culminated in development of efficient immunotherapeutic
approaches which, after further improvements, have the potential to became major tools of
anti-tumor therapies.
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Uvop

Imunitni systém se umi celkem dobte
vyporadat s vétsinou infek¢nich
onemocnéni. Ve vyspélych zemich

ale vétsina lidi umira na choroby,

na které obranné mechanismy nestaci,
a to na kardiovaskularni a nddorova
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onemocnéni. Z evolu¢niho hlediska

to asi dava smysl - jedna se o typické
choroby pozdniho, postreprodukéniho
véku, takze evolu¢ni tlak na vyvoj
obrany proti nim byl maly. Ukazuje se
ale, Ze tento evolu¢ni nedostatek neni
az tak fatalni a ze imunitni systém prece

jen ma proti nadorovym onemocnénim
ucdinné zbrané, které mohou byt
vhodnymi zésahy jesté posileny.

NADOROVE ANTIGENY
To, ze imunitni systém je v principu
schopen odpovidat na nadorové bujeni,
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bylo poprvé prokazano jiz na pocatku
20. stoleti, kdyz si americky chirurg
William Coley’ v§iml, Ze u nékterych
onkologickych pacienttl, kteti prodélali
tézké bakteridlni infekce, doslo

k regresi jejich nddort. Zdalo se tedy,
ze aktivovany imunitni systém muze
byt v principu schopen vyporadat se

i s nadory. O piil stoleti pozdéji se
ukdzalo, ze laboratorni mysi mohou
byt experimentalné imunizovany
proti nadorim indukovanym
chemickymi karcinogeny.

Zakladni podminkou pro to, aby se
mohly uplatnit protinddorové imunitni
mechanismy, je samozfejmé existence
nddorovych antigenii’ - tedy vice ¢i
méné specifickych ,,abnormalnich®
struktur na povrchu nadorovych bunék,
kterymi se lisi od bunék normadlnich.
Témi jsou nejcastéji fragmenty produktil
mutovanych gent, resp. produkty
abnormalniho $tépeni normalnich
proteint v nadorové burce navazané
na MHC proteiny (lidské HLA
molekuly), které mohou byt rozpoznany
T lymfocyty. Mohou to ale také byt
napt. abnormaélni formy povrchovych
glykoproteint, protoze glykosylace
(. ptipojovani oligosacharidovych
fetézcll) povrchovych proteintt mnohych
nadorovych bunék je odlisnd od bunék
normalnich. Ty mohou byt rozeznavany
protilatkami produkovanymi B
lymfocyty, resp. plazmocyty.

Kromé téchto nadorové specifickych
antigent (TSA) jsou velmi vyznamné
také tzv. antigeny asociované s nadory
(TAA). Ty nejsou vylu¢né specifické
pro nadorové burky, ale nachazeji se
i na nékterych normaélnich bunkach.

Na nadorovych burnkéch jich ale

byvé mnohem vice. Casto jsou to

také molekuly, které se normélné
vyskytuji na bunikach neptibuznych
tém nadorovym. Mezi nejzndméjsi
patfi tzv. onkofetalni antigeny pritomné
na normalnich embryonalnich
bunkach. V postnatalnim obdobi mizi
a objevuji se anomalné na nékterych
nadorovych bunkéch. Do této

skupiny patii a-fetoprotein (AFP)
produkovany burnkami hepatomu

a karcinoembryonalni antigen
(carcinoembryonic antigen, CEA)
karcinomu tlustého stfeva. Nekteré
melanomové antigeny (MAGE-1,
Melan-A) jsou pfitomny v pomérné
malém mnozstvi na normalnich
melanocytech, ale mnohem vic jich je
na melanomovych bunkach. Podobné
antigen HER2/neu, receptor ristového
faktoru epitelidlnich bunék, je v malém
mnozstvi pfitomen na normélnich
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epitelialnich buiikdch, zatimco
na bunkach nékterych karcinomi
mlééné zlazy je exprimovan velmi silng;
adhezivni molekula zdravych epitelidlnich
bunék EPCAM se ve velkych mnozstvich
nachazi na metastazach karcinomu.
Mezi antigeny asociované s nadory
se fadi i nékteré tzv. diferencia¢ni
antigeny leukemickych bunék, které
jsou pritomny na urcitych typech
normalnich leukocytu, ale daleko
vice je jich na leukemickych buiikich
z nich odvozenych. Nejznaméjsi
z nich je povrchovy antigen akutnich
lymfoblastickych leukemii CALLA
(common acute lymphoblastoid
leukaemia antigen; CD10) nebo
povrchové proteiny normalnich
i malignich B lymfocyti CD19 a CD20.
U této kategorie nddorovych antigent
je ovSem potiz v tom, Ze jakozto
komponenty normalnich bunék jsou
pro imunitni systém ,,neviditelné* —
jsou v8ak potencidlné zajimavé jako
diagnostické markery a hlavné jako
potencialni cile modernich imunoterapii.

VZTAH NADORU

A IMUNITNIHO SYSTEMU
Experimentalni poznatky i klinicka
pozorovani vedly koncem 50. let

20. stoleti k formulaci hypotézy

o protinddorovém imunitnim dohledu.?
Ta predpokladala, Ze imunitni systém
deteguje a odstranuje nadorové a jiné
abnormalni bunky vznikajici prabézné
v organismu. Teprve kdyZ tento systém
dozoru z néjakého divodu selze,
nadorova buiitka mu unikne a vznikajici
nador za¢ne organismus ohrozovat.

V souladu s touto hypotézou bylo
pozorovano, ze u pacientii s nékterymi
imunodeficiencemi byva velmi

vyrazné zvySeno hlavné riziko nadort
vyvolanych viry. Nicméné o véeobecné
platnosti této hypotézy se az donedavna
pochybovalo - ac¢koli pro ni svédcila
fada experimentdlnich vysledkd, dlouho
neexistovaly presvédcivé diikazy, ze
imunitni systém opravdu kontroluje

i lidské spontanni néddory, jejichz vznik
nijak nesouvisi s onkogennimi viry.

V posledni dob¢ je vseobecné
ptijimana roz$ifena modifikace této
hypotézy oznacovana jako imunitni
editace nadort.* Podle ni md vyvoj
nadoru tfi faze - eliminace, rovnoviha
a unik (anglicky ,,3 E - elimination,
equilibrium, escape®). V prvni fazi
imunitni systém rozpoznd a nici
nadorové bunky. Dulezitou podminkou
pro aktivaci elimina¢nich imunitnich
protinadorovych mechanismd je,
aby nddorové bunky hynuly tzv.

imununogenni bunéénou smrti. K tomu
dochazi, pokud se napt. nachazeji
v hypoxickém prosttedi, nebo pokud
jsou stresovany nahromadénim
nespravné syntetizovanych bilkovin.
Na povrchu takové umirajici bunky se
pak objevuji molekuly, které imunitni
systém (hlavné dendritické bunky)
vnima jako signaly nebezpedi a reaguje
na né aktivaci. Souhrnné se oznacuji
jako DAMPs (danger associated
molecular patterns) a patfi mezi né
naptiklad tzv. proteiny teplotniho
$oku (HSP70 a HSP90), nebo protein
kalretikulin, normalné pfitomny
v endoplazmatickém retikulu. Z téchto
umirajicich bunék jsou ale uvolnovany
i rozpustné aktiva¢ni DAMPs, jako
ATP nebo kyselina mocova.
Dusledkem genetické nestability
nadorovych bunék je vznik mnoha
mutacnich variant véetné téch, kterym
chybi prislusny nadorovy antigen.
Ty pak imunitni systém nedokaze
dostate¢né rychle eliminovat a nastava
druhad faze procesu imunitni editace -
rovnovdha. V této fazi imunitni systém
sice jesté dokaze kontrolovat rast nadoru,
ale nedokaze jej zcela eliminovat.
Tato faze nékdy odpovidd tomu, co se
klinicky oznacuje jako preneoplastické
onemocnéni, které ve velké vétsiné
ptipadu zistava neodhalené a miZe trvat
i mnoho let. V nékterych ptipadech ale
dojde k dal$im genetickym zménam
v nékterych nadorovych bunkach,
které jim prinesou riistovou vyhodu
nebo zvysi odolnost viici imunitni
kontrole, nebo je imunitni systém
oslaben (napft. vlivem starnuti nebo
nékterych nemoci). Potom mohou
nadorové bunky imunitni kontrole zcela
uniknout a zacit se nekontrolované
mnozit, unikat z primarntho nadoru
a vytvaret metastazy (tfeti faze - unik).

IMUNITNi PROTINADOROVE
MECHANISMY

Vysledkem uspésného rozpoznani
kombinace nadorového antigenu

a stimula¢nich molekul DAMP

mize byt aktivace fady standardnich
imunitnich mechanisma - zvlasté
cytotoxickych a prozanétlivych

T lymfocytt (Tc resp. Th1) ale nékdy
také produkce protilatek rozeznavajicich
abnormaélni naddorové antigeny. Tc
atakuji rozpoznané nadorové bunky
jednak pres apoptoticky receptor

Fas (jeho ligand FasL je pfitomen

na povrchu aktivovanych Tc), jednak
uvolnénim perforinu a granzymu B

z cytoplazmatickych granuli. Molekuly
perforinu permeabilizuji membranu
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napadené bunky a umozni tak vstup
granzymu B, ktery proteolyticky
aktivuje sebevrazednou apoptotickou
kaskadu. Buiiky Th1 produkuji
prozanétlivé cytokiny (hlavné IFN-y)
a stimuluji makrofagy typu M1, které
mohou fagocytovat nadorové bunky

a napadat je oxida¢nimi latkami.
Protilatky opsonizuji nadorové bunky,
které nasledné mohou byt likvidovany
fagocyty a komplementovym
systémem. Dulezitou roli hraji NK
bunky (,,pfirozeni zabijeci), které
vyhledavaji bunky, které maji na svém
povrchu abnormélné malo MHC
proteint (typické pro mnohé nadorové
a viry infikované bunky), a zabijeji

je pomoci podobnych mechanismi
jako Tc. Pokud tyto procesy spravné
funguji, imunitn{ systém pribéziné
eliminuje abnormalni nadorové bunky.

MECHANISMY OBRANY
NADOROVYCH BUNEK PROTI
IMUNITNIMU SYSTEMU
Nadorové bunky jsou az prili§ podobné
normdlnim burnkdm, takze imunitni
systém je jako vadné a potencialné
nebezpecné Casto jen obtizné
rozpozna. Dal$i u¢innou obranou proti
imunitnimu systému je vySe zminény
unik pomoci muta¢nich variant,
kterym chybi nadorové antigeny, proti
kterym jiz uspé$né zapocala imunitni
odpovéd. Nadorové burnky se ale brani
i aktivné - produkuji latky tlumici
aktivitu klicovych bunék imunitniho
systému, T lymfocytil. Jsou to jednak
cytokiny IL-10 a TGF-p, ale také
povrchové molekuly, jako inhibi¢ni
protein PD-L1. Tyto molekuly se vazi
na piislusné receptory na povrchu
T lymfocytd, které na povrchu
nadorovych bunék rozeznaly nadorovy
antigen, a potlacuji jejich aktivaci.
Nador je ¢asto dokonce i v kone¢né fazi
uniku sice silné infiltrovan riznymi
bunkami imunitniho systému (hlavné
T lymfocyty a makrofagy), ale tyto
bunky jsou funkéné umléeny, ¢i
dokonce rtst nadoru aktivné podporuji.
V tomto sméru se nepriznivé uplatiuji
predevsim regula¢ni T lymfocyty
(Treg)®, které chrani nadory podobné
jako normalni tkané pred (auto)
imunitnimi mechanismy predevsim tak,
ze tlumi aktivaci ostatnich T lymfocyt.
Podobnou inhibi¢ni funkci maji také
tzv. myeloidni supresorové bunky®
a mezenchymové stromalni bunky’.
Nadory chrani a podporuji
paradoxné i tzv. M2 makrofagy.® Ty
jsou fyziologicky diilezité pro hojeni
ran a zotavovani tkani poskozenych
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zanétem. Podporuji také tvorbu
novych cév (angiogenezi), coz je
ov$em pro rostouci nador Zivotné
dulezité. Nador je tedy mylné
povazovan nékterymi komponentami
imunitniho systému za jakousi hojici
se ranu, ktera zasluhuje pomoc.

MOZNOSTI IMUNOTERAPIE NADORU?
pouziti monoklonalnich protilatek. Ty
mohou bud pfimo vyvolavat apoptozu,
nebo opsonizovat nadorové bunky

a indukovat tak jejich niceni fagocyty,
NK-bunkami ¢i komplementem.

Jiné protilatky (¢asto nazyvané
»checkpoint inhibitors“) mohou
blokovat interakce mezi tltumivymi
receptory na povrchu T lymfocytt
(doposud v klinické praxi hlavné
PD-1 a CTLA-4) a jejich ligandy
na nadorovych nebo antigen
prezentujicich bunkdch.’ T lymfocyty
se tak ,,odblokuji“ a mohou plné
uplatnit svj protinddorovy potencidl.
Neprekvapuje, ze potlaceni téchto
tlumivych imunitnich mechanismu vede
u nékterych pacienttl k neptiznivym
nezadoucim autoimunitnim G¢inktim
(autoimunitni reakce, Sokové stavy
zpusobené nahlym uvolnénim
velkého mnozstvi prozanétlivych
cytokint). Probiha mnozstvi
klinickych studii zaméfenych na celou
fadu dalsich tlumivych receptort
T lymfocytd (LAG-3, BTLA, VISTA,
TIM-3, CD160, TIGIT)."

Dal$i moznosti je pouziti
agonistickych monoklonalnich
protilatek vazicich se na aktivaéni
receptory T lymfocytid (napt. CD28,
CD134, CD137, CD152), které
stimuluji T lymfocyty k intenzivnéjsim
odpovédim, mnozeni a prodluzuji
jejich zivotnost.”? Lakavou moznosti je
vhodné kombinovat tyto agonistické
protilatky s ,,checkpoint inhibitors®

Monoklonalni protilatky mohou byt
také konjugovany s toxiny, radioizotopy
a cytostatiky. Tyto preparaty
(imunotoxiny, radioimunotoxiny)
dopravi cytotoxické latky cilené
do nadoru, takze je mozno pouzivat
i latky, které jsou pri systémovém
necileném podani neptijatelné toxické.”

Dal$im velmi nadéjnym postupem
je pouziti umélych bispecifickych
protilatkovych konstruktt, u nichz
jedno vazebné misto rozeznava
nadorovy antigen a druhé se vaze
na nékterou aktiva¢ni molekulu
na povrchu T lymfocytti nebo NK bunék
(napt. molekuly CD3, CD2, CD16)."
Takové konstrukty zptisobi tésny

kontakt mezi nadorovymi bunkami

a prakticky jakymikoli T lymfocyty, bez
ohledu na jejich vlastni specifitu. Takto
umeéle navozeny tésny kontakt navodi
»nespecifickou® aktivaci T lymfocyti

a likvidaci nadorovych bunék. Pro
klinické pouziti byl zatim schvalen
bispecificky protilatkovy konstrukt
blinatumomab," ktery je jednim koncem
namifen proti povrchovému proteinu
bunék akutnich lymfoblastoidnich
leukemii CD19 (ale i vSech normalnich
B lymfocytt) a druhym proti povrchové
molekule T lymfocyti CD3, signaliza¢ni
komponenté T receptorového komplexu.

Velmi zajimavé a prekvapivé je
zjisténi, ze nékteré druhy stfevnich
komensalnich bakterii vyrazné zlepsuji
uc¢innost modernich imunoterapii
zaloZenych na blokovani inhibi¢nich
receptortt CTLA-4 a PD1.'%" Je tedy
mozné, ze doposud neobjasnéné
rozdily v odpovidavosti pacientti
na tuto lé¢bu mohou byt ¢astecné
zpusobeny rozdily ve strevni flore
(zptisobené tieba antibiotiky).

Ve vefejnosti panuje minéni, ze
dosavadni hlavni protinddorové lé¢ebné
metody (chemoterapie a radioterapie)
ni¢i imunitni systém. Ve skute¢nosti
nékteré varianty téchto metod (napr.
chemoterapeutika jako imatinib
mesyldt, cyklofosfamid, antracykliny,
5-fluorouracil)'®" vedou k vyse zminéné
imunogenni smrti nddorovych bunék
a povzbuzeni imunitnich reakci proti
nim. Zd4 se, ze vétsina pozorovanych
lé¢ebnych tcinkd téchto metod
je dokonce mozna zalozena pravé
na téchto sekundérnich efektech.
Kombinace téchto postupti s modernimi
»checkpointovymi“ ptistupy se
proto jevi jako velmi nadéjné.

Do urc¢ité miry podobny je ptistup
zaloZeny na T lymfocytech, popt. NK
bunkach geneticky modifikovanych
tak, aby na svém povrchu exprimovaly
»chimerické antigenni receptory“
(CAR) rozeznavajici vhodné
nadorové antigeny.”**' Vysledkem
je tedy velka populace bunék, které
jsou specifickym rozpoznanim
nadorové bunky aktivovany a zabiji
ji. T lymfocyty vybavené CAR
receptorem rozeznavajicim povrchovy
protein akutnich lymfoblastoidnich
leukemii CD19 byly Gspé$né pouzity
k dosavadni lécbé rezistentnich
pripadi leukemického onemocnéni.
Nezadoucim, az fatdlnim uc¢inkem
téchto velmi razantnich geneticky
modifikovanych CAR bunék mtize
byt sokova reakce (tzv. cytokinova
boufe) zpiisobena aktivaci velkého
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mnozstvi bunék provdzend masivnim
uvolnénim prozanétlivych cytokint.
Proto se nyni zdokonaluji metody, jak
tyto pfehnané intenzivni reakce zmirnit
a pritom zachovat lé¢ebnou u¢innost.
Dal$im potencialné nadéjnym
pristupem je vyuziti tzv. onkolytickych
vird.”? Rada virt pfednostné infikuje
nadorové bunky, navozuje u nich
imunogenni bunéénou smrt a tim
aktivuje protinddorovou imunitu.
Probihajici experimentélni studie
se soustreduji zvlasté na geneticky

modifikované kmeny nékterych
reovird, adenovird, herpetickych
virt, viry spalnicek a vakcinie.
Nadéje jsou vkladany také do ruznych
typt protinadorovych vakcin.?***
Jedna moznost spociva v podavani
definovanych nddorovych antigent
bud ve formé jejich peptidovych
fragmenttl, nebo expresnich DNA
konstrukta kédujicich tyto antigeny.
Jinou, pravdépodobné perspektivnéjsi
moznosti jsou buné¢né vakciny
zalozené na dendritickych bunkach.

Z krevnich monocytt pacienta je
mozno plisobenim smési vhodnych
cytokind pripravit velkd mnozstvi
»zralych® dendritickych bunék, ty
kultivovat s lyzatem nadorovych bunék
a aplikovat je pacientovi. Takovéto
optimalizované bunky prezentujici
antigen by pak mély stimulovat jeho

T lymfocyty k protinadorové odpovédi.
Rada klinickych studii tohoto typu,
hlavné u pacientii s melanomem,
karcinomem prostaty, ovarii a ledvin,
je v pokro¢ilych stadiich testovani.
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