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ANOTACE

Tato bakalafska prace se zaméfuje na adoptivni bunécénou terapii, jeji druhy s vyuzitim bunék
imunitniho systému, jako jsou pfedevsim T-lymfocyty a pfirozeni zabijeci, principy a vyuziti
v 1é€bé nddorovych onemocnéni. Vénuje se charakteristice jednotlivych typl terapie, a
nadorovym onemocnénim, u kterych maji dobré vysledky. Prace je doplnénd o vedlejsi

ucinky, které jednotlivé terapie mohou zpiisobovat.

KLiCOVA SLOVA

adoptivni bunécna terapie, nadory, imunoterapie, T-lymfocyty, protinddorové mechanismy
TITLE

Adoptive cell therapy in the treatment of tumours

ANNOTATION

This bachelor thesis focuses on adoptive cell therapy, its types using cells of the immune
system, such as mainly T-lymphocytes and natural killer cells, principles and use in the
treatment of cancer. It discusses the characteristics of each type of therapy and the cancers for
which they have good results. The work is supplemented with side effects that each therapy

may cause.
KEYWORDS

adoptive cell therapy, tumours, immunotherapy, T-lymphocytes, antitumours mechanisms
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
ACT — adoptivni bunécna terapie
aeTSA — aberantn¢ exprimované antigeny specifické pro nadory
AFP — alfa-fetoprotein
ALL — akutni lymfoblasticka leukémie
AML — akutni myeloidni leukémie
APC — antigen prezentujici buiika
BCMA — antigen zrani B-lymfocytt
BCR — buné¢ny receptor B-lymfocytt
CAR — chiméricky antigenni receptor
CEA — karcinoembryonalni antigen
CIK — pfirozeny zabije¢ aktivovany cytokinem
DAMP — molekularni vzory souvisejici s poskozenim
DC — dendritické bunky
DLI — infuze darcovskych lymfocyti
EGFRVIII — varianta III receptoru pro epidermalni riistovy faktor
EOC — epitelidlni karcinom vaje¢niku
Fcy — Fc gamma receptor
GD?2 — disialoganliosid
gp100 — glykoprotein 100
GVT — $tép proti nddoru
HER2 — receptor, specializovany protein, lidsky antigen
HLA — lidsky leukocytarni antigen
HLA-B, C — produkty HLA systému I. tfidy
HSCT - transplantace krvetvorné kmenové buiiky
IFN — interferon
IL-2 — interleukin 2
ITAM - aktivacni motiv imunoreceptord zalozeny na tyrosinu
KIR — imunoglobulinovy inhibi¢ni receptor
LAK — pfirozeny zabije¢ aktivovany lymfokinem
MAGE-A3 — antigen spojeny s melanomem rozpoznavany T-lymfocyty
MART-1 — antigen spojeny s melanomem rozpoznavany T-lymfocyty

MHC — hlavni histokompatibilni komplex



MIC-A — stresem indukovany ligand na AML buiikach
miHA — mensi histokompatibilni antigeny

MM — mnohocetny myelom

NB — neuroblastom

NK — pfirozeny zabijec¢

NKG2D-L — aktivacni receptor NK bunék

PAMP — molekularni vzory souvisejici s patogeny

PD-1 — receptor programované bunééné smrti

PSA — prostaticky specificky antigen

scFv — jednofetézcovy variabilni fragment

TAA — antigeny asociované s nadory

T-ALL — T-lymfocytarni akutni lymfoblasticka leukémie
TAM — makrofagy asociované s nadorem

TAN — neutrofily asociované s nadorem

Tc — cytotoxicky T-lymfocyt

TCR — T-bunéény receptor

TIL — nador infiltrujici lymfocyty

TIM-3 — inhibi¢ni molekula u CD8+ T-bunck

TNF-a — faktor nekrotizujici nadory — alfa

TSA — antigeny specifické pro

nadory



UVOD

Nadorovéa onemocnéni jsou v souc¢asné dob¢ jednim z hlavnich zdravotnich problémut
a predstavuji vyzvu pro medicinskou védu a klinickou praxi. Nadorova onemocnéni postihuji
miliony lidi po celém svété. Navzdory pokroku v diagnostice a 1€¢b€ rakoviny zistava
umrtnost vysoka. Tradiéni léebné metody, kterymi jsou chirurgie, chemoterapie a
radioterapie, jsou spojeny s fadou nezadoucich uc€inkd, a ne vzdy vedou k Giplnému vyléceni.
V poslednich desetiletich vSak byly objeveny a vyvijeny nové strategie 1éCby, které se
zam&fuji na vyuziti imunitniho systému k boji proti nddorovym onemocnénim. Imunitni
systém je potencionalné schopen rozeznat a eliminovat nadorové buriky, coz otevira dvete pro
nové terapeutické piistupy.

Jednou z téchto strategii, vyuZzivajici imunitni systém, je adoptivni bunécné terapie,
kterd nabizi nové moznosti v 1é€bé nadort. Adoptivni bunécna terapie je modernim
konceptem personalizované mediciny a je nadéji pro pacienty predevSim s nadorovymi
onemocnénimi. Terapie vyuziva vlastni buiiky a mechanismy imunitniho systému pacienta
k cilenému boji proti rakovinnym buikdm. Zaméfuje se na izolaci, expanzi a ptfipadnou
genetickou modifikaci specifickych populaci imunitnich bun¢k pacienta, a jejich nasledné
infuzi zpét pacientovi. Jde napiiklad o cytotoxické T-lymfocyty a pfirozené zabijece (NK,
které maji schopnost rozpoznavat a likvidovat nddorové buiiky). Hlavnim principem
adoptivni bunécné terapie je zvysit protinddorovou imunitni odpovéd’ a dosahnout tak regrese
nadoru. CAR T-buné¢na terapie vyuziva pacientovy T-lymfocyty, které rozpoznavaji nddorové
bunky. TIL terapie vyuziva T-lymfocyty, které jsou izolované z naddoru pacienta, expandovany
a nasledné aplikovany zpét pacientovi. NK terapie vyuziva NK bunky, které jsou schopny
rozeznat a nic¢it nadorové buitkky. TCR terapie zahrnuje genetickou upravu T-lymfocyti
k expresi specifickych T-bunécnych receptori.

Tato bakalafskéa prace uvadi mechanismy, které vyuzivaji imunitni systém v boji proti
nadorovym bunkdm a shrnuti aktudlnich moznosti adoptivni bunétné terapie. Prace se
zamé&fuje na principy uc¢inkul terapie, a 1é€bu riznych typt nddorovych onemocnéni. Mimoto
shrnuje moznosti vyuziti a vysledky u dalSich typli onemocnéni. V zavéru bakalatské prace
jsou uvedené mozné vedlejsi ucinky adoptivni bunécné terapie, které s sebou nese, predevsim
toxicitu. Soucasti prace jsou piiklady aplikace adoptivni bunécéné terapie na nddorova
onemocnéni a dalsi.

Cilem této bakalatské prace je poskytnout a vyhodnotit jeji potencidl jako novy

terapeuticky piistup v boji proti malignitam.
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1. Imunitni systém

1.1. Nespecifické mechanismy

Nespecifickd, jinak také vrozend €i pfirozend, imunita je vrozena schopnost naseho
organismu rychle reagovat na cizorodé mikroorganismy a materialy, které se dostanou do
naseho organismu [1]. Z pohledu evoluce je vrozena imunita star$i a jednodussi nez imunita
specifickd, pfesto jsou spolu vzijemné propojeny a bez jedné nefunguje druhd [2]. Neni
zavisla na predchozim setkani s antigenem, a nevytvafi imunologickou pamét’ [1].

Zakladem nespecifické imunity je systém detekce patogenti, ktery je zaloZen na
rozpoznavani fady molekularnich vzort asociovanych s patogeny neboli PAMP. Tento systém
zahrnuje bunécné slozky jako fagocytujici builkky (makrofagy), antigen prezentujici bunky
(dendritické buiniky) a ptirozené zabijeCe [3], a identifikuje charakteristické slozky
mikrobidlnich bun¢k [2], jako jsou bakteridlni exotoxiny a endotoxiny, mykotoxiny [4].
Receptory pro patogeny rozeznavajici receptor (PRR), které jsou vyluované, nebo se
nachazeji na povrchu buiiky, nebo i intraceluldrné, rozpoznavaji PAMPs a podporuji tak
procesy jako rozpoznavani, fagocytoézu a eliminaci usmrcenim mnoha mikrobti i humoralnimi
mechanismy — komplementovymi interferonovymi proteiny aj. [5]. Kromé PAMPs dokaze
imunitni systém rozpoznat i DAMPs, coz jsou normdalni soucdsti bunék uvolnéné pfi

poskozeni a pfi bunécné smrti, znamé také jako molekularni vzory spojené s poskozenim [6].

1.2. Specifické mechanismy

Specificka (ziskana, adaptivni) imunita je opacnou charakteristikou imunity vrozené.
Je zaméfend cilené proti specifickému antigenu [7]. Antigenem je molekula, kterd ma
schopnost vyvolat adaptivni imunitni odpovéd’. Antigenni determinanta je konkrétni ¢ast nebo
struktura antigenu, kterd je rozpoznavana receptory imunitniho systému [1]. Pfirozeny antigen
miZze mit vice antigennich determinant. Do adaptivni imunitni reakce je zahrnuta interakce
antigenu s antigen-specifickymi receptory na lymfocytech T a B, nebo interakci s antigen-
specifickymi protilatkami (imunoglobuliny). Na rozvoji specifické imunitni reakce se podili
interakce fady bunc¢k a molekul, a vznikaji jednak specifické, proti antigenu zamétené
protilatky tzv. humoralni imunita, jednak dochazi ke specifické aktivaci imunitnich bunék,
tzv. bunécnd imunita. K aktivaci této imunity je zapotiebi delsi casovy usek v rozmezi dni az
tydnd, ktery je zavisly na poctu setkani s patogenem. Vznika pfi ni imunologickd pamét’, ktera

se v praxi uziva k aktivni imunizaci [8].
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Lymfocyty, rozdélené na B-lymfocyty a T-lymfocyty, jsou skupinou bilych krvinek
[8]. Ovlivilyji imunitni reakce, zajistuji specifickou odpovéd’, a také maji hlavni roli v
odmitnuti transplantované tkané. Na povrchu T-lymfocytli se nachazi T-bunécny receptor
(TCR), ktery pomaha k odliSovani antigentl, na rozdil od rozpoznani B-lymfocyti a NK [9].
T-lymfocyty se rozdé€luji dle své role v imunitni reakci. Prvni skupinou T-lymfocyti jsou
regulaéni T-lymfocyty, které maji za tkol tlumit prib&éh imunitni reakce, a zaroven se
uplatiiuji v regulaci imunitni tolerance. Druhd skupina cytotoxickych T-lymfocytl na svém
povrchu exprimuje glykoprotein CD8 [10]. Jeji funkce je likvidace bunék starych,
poskozenych nebo infikovanych virem [8, 11]. Kromé téchto nici také bunky nadorové [12].
U poskozenych ¢i cizorodych bun€k vyvolavaji jejich lyzu a produkuji antivirové cytokiny
[13]. Tteti skupina T-lymfocytli pomocnych se podili na antigen-specifické diferenciaci B-
lymfocytl, a zaroven ovliviiuji pribéh imunitni reakce [8]. Pomocné T-lymfocyty na svém
povrchu exprimuji glykoprotein CD4 [10]. Poskytuji signaly, které poméhaji B-lymfocytim
v dozravani na plazmatické buiiky a na buniky pamét'ové [14]. Peptidové komplexy MHC-II
se skladaji z peptidli odvozenych od patogenu, které stimuluji CD4 T-lymfocyty, komplexy
MHC-I CD8 T-lymfocyty [15].

Antigenné specifické receptory T-lymfocytd TCR rozpoznavaji epitopy tvofené
malymi cizorodymi peptidovymi fragmenty, které jsou prezentovany glykoproteinem
z hlavniho histokompatibilniho komplexu (MHC) [14]. Molekuly MHC-II na antigen
prezentujicich bunkach dodavaji peptidy odvozené od vlastnich i cizich antigent
k receptorim T-bun¢k, ¢imZz vyvolavaji antigenné specificky signdl, ktery je nutny pro
aktivaci T-lymfocytd. Imunitni kontrolni body — proteiny vazané na membranu T-bunék,
pomahaji po aktivaci T-lymfocytdl modulovat funkci T-lymfocyti a pisobi jako silné
regulatory adaptivni imunity v riznych kontextech. Vyuziti imunitnich kontrolnich bodi pro
l1écbu raznych forem rakoviny znamenalo zménu paradigmatu v onkologii [16]. V roce 2018
dostali Nobelovu cenu za medicinu Americ¢an J. P. Allison a Japonec T. Honjo za pochopenti,
Ze imunitni systém lze stimulovat k Gtoku na rakovinné bunky [17].

Lidsky hlavni histokompatibilni komplex se nachazi na kratkém raménku
chromozomu 6. Tato oblast obsahuje malou ¢ast vSech lidskych gentl, pfesto je intenzivné
studovana kvuli své klicové roli vimunitni odpovédi a potifebé shody gent pro lidské
leukocytarni antigeny — HLA mezi darcem a piijemcem pfii alogennich transplantacich [18].
Proteiny MHC 1. tfidy se ulidi oznacuji jako HLA-I a déli se na klasické a neklasické.
Klasické molekuly HLA-I HLA-A, HLA-B a HLA-C prezentuji bunécné antigeny T-

lymfocytliim a jsou nezbytné pro imunoterapii rakoviny. Ztrata funkce HLA-I je pro nadory
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dilezitym unikovym mechanismem. Skladaji se z vysoce polymorfniho alfa-té¢zkého fetézce
koédovaného geny HLA-A, HLA-B a HLA-C a B-2-mikroglobulinu. Neklasick¢ molekuly
HLA-I jsou HLA-E, HLA-F a HLA-G a maji imunosupresivni funkci [19]. Proteiny lidskych
leukocytarnich antigeni II. tfidy — HLA-II jsou glykoproteiny, které jsou exprimovany na
APC, kde prezentuji peptidy CD4 T-lymfocytim. Geny HLA-II jsou polymorfni, pfedstavuji
razné peptidy [20]. Molekuly MHC-I prezentuji vyhradné peptidy pochéazejicich
z intracelularniho katabolismu vlastnich proteind buiiky. Nékteré antigen prezentujici buriky,
napiiklad dendritické bunky, jsou vSak schopny prezentovat na svych molekulach MHC-I
nejen peptidy zvlastnich proteinti, ale také peptidy pochazejici zexogennich
(extracelularnich) zdroji, a to procesem nazyvaného zktizend prezentace. Dendritické bunky
jsou schopny shromazdovat antigeny zjinych bunék, véetné¢ téch rakovinnych, a jsou
schopny hlésit je CD8 T-lymfocytim. Nejvice t¢innym mechanismem na dodavéni antigenti
je fagocytoza. Dalsi buiiky jako makrofagy, neutrofily umi také prezentovat antigen [21].

Kostimulaéni nebo koinhibi¢ni dvojice receptor/ligand, které se nachdzeji na
plazmatické membrané obou bun¢k mohou rovnéz modulovat aktivaci T-lymfocytt. Z toho
vyplyva, Ze aktivace zdvisi na uzké interakci mezi obéma plazmatickymi membranami. Pii
interakci T-lymfocyti s APC bylo dokazéano, ze podléhaji tahovym, tlakovym a stfiznym
sildm v disledku vzajemné bunécné motility, kontinudlniho spontanniho pohybu plazmatické
membrany a cytoskeletalni pfestavby. TCR je mechanosenzor, ktery je schopen pievést
mechanické sily plisobici pti vazbé TCR na peptid-MHC komplexy na biochemicky signal.
Komplexy receptort a signdlnich molekul na povrchu, udrzované ve stavu bazalni aktivity,
jsou snadno dostupné pro vyvolani signalni kaskady [22]. Pro plnou aktivaci je nutna
interakce kostimulacniho TCR CD28 s ligandem B7, kterd je ptisné regulovana inhibi¢nimi
dvojicemi kontrolnich bodli receptor/ligand, aby se zabranilo vedlejSim poskozenim
zpiisobenym autoimunitou [23].

B-lymfocyty produkuji protilatky a cytokiny. Dalsi jejich roli je prezentovani antigenu.
Na své bunécné membrané maji B bunécéné receptory (BCR), které umoziuji vazat specificky
antigen a iniciovat protilatkovou odpovéd’ [24]. Z B-lymfocytii mtizou diferenciaci vzniknout
plazmatické bunky — plazmocyty, produkujici imunoglobuliny, tedy protilatky [8]. Na
povrchu vSech zralych B-lymfocytt je jedine¢né a vysoce prezentovan CD19 [25].

Protilatky jsou glykoproteiny produkované plazmatickymi bunikami. V zavislosti na
typu mohou neutralizovat toxiny, viry, zvySovat ucinnost fagocytdézy a aktivovat nékteré
slozky komplementu [8]. Protildtky se vazou na strukturni epitopy na proteinech [13].

Pfitomnost antigen-specifickych protilaitek v krvi jedince nepfimo prokazuje probéhlou
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infekci. Prikaz protilatek je podstatou sérologického vySetfeni infekei. DéEli se do péti tiid
s typickou tlohou:

e IgM — nejvétsi, pentamer, objevuje se béhem infekce

e IgG — dlouho pfetrvavajici, prochazi ptes placentu

e IgA —slizni¢ni imunita

o IgE —alergie

e IgD — BCR (antigen-specificky receptor B-lymfocyth) [8].

17



2. Protinadorova role imunitniho systému

Studie z poslednich let prokazaly zasadni roli imunitniho systému nemocnych v boji proti
nadorovych onemocnéni. Slozky imunitniho systému, jako je perforin a lymfocyty, mohou
omezit rast karcinogenem indukovanych a spontannich nadort. Protinddorova aktivita je
zprostitedkovdna buiikkami adaptivni imunity, CD8 a CD4 T-lymfocyty, a to zpiisobem
rozpozndni nadorové specifickych antigenli prezentovanych na molekulach MHC. Tyto
supresorové bunécné mechanismy imunitni reakce omezuji vznik ur€itych typt rakoviny,
které nemusi byt nikdy klinicky zjistény [26]. Vzdjemné interakce mezi nadorem a imunitnim
systémem predstavuji dillezitou roli dynamického procesu imunoeditace, ktery podporuje
unik pted nddorovou imunitou [27].

Vyvoj rakoviny a jeji progrese souvisi také s akumulaci genetickych zmén a ztratou
normalnich regulacnich procesii, které¢ zpiisobi expresi nddorové specifickych antigenii
(neoantigenil) a snadorem asociovanych antigeni (TAA), které aktivuji protinddorové
imunitni odpovédi. Tyto antigeny mohou také vyvolat eliminaci ¢asnych novotvari. Neni
zcela znamo, ktery neoantigen vyvola lepsi imunitni odpovéd’. Casné novotvary ale mohou
mit nedostatecné mnozstvi mutaci, tudiz je T-lymfocyty nedokazou rozpoznat. Nadory
s vy$§im poctem mutaci mohou vyuzivat rGzné Unikové mechanismy, aby se vyhnuly
imunitnimu systému a rozpoznani systémem [6]. Do unikovych mechanismi nadori pted
imunitni odpovédi patii vyvolani anergie (nereaktivity) u T-lymfocytl, uvoliovani
imunosupresivnich cytokint a lokalnich mediatori ke zmén¢ prostredi nddoru. Toto vyhybani
imunitnimu systému je hlavni strategii pfi cileni na modulatory kontrolnich bodii imunitniho
systému v imunoterapii [28].

Dtlezitou souc¢asti imunitniho systému jsou imunitni kontrolni body, které funguji jako
negativni regulatory imunitniho systému. SlouZzi k sebeobran¢ imunitniho systému, udrzuji
autotoleranci, prevenci autoimunity a chrani tkan¢ pied vedlejSim imunitnim poskozenim.
Aby nedochéazelo k neptetrzité aktivaci imunitné-zanétlivé odpovédi, dochazi k aktivaci
nékolika kontrolnich bodl, ihned po stimulaci odpovédi cizorodymi nebo nadorovymi
antigeny. Kontrolni body jsou souc¢asti imunologickych synapsi. Synapse jsou tvofeny
interakcemi mezi TCR a antigennim peptidem na cilové buiice v MHC, CD4 (nebo CDS),
kostimula¢nimi signdly zprostfedkovanymi molekulami, jako je CD28 na T-lymfocytu a
CD80/86 na buiice cilové, a riznymi adheznimi molekulami. Imunologické synapse reguluji

funkci T-lymfocyti [28].
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Casné novotvary s nedostateénym mnoZstvi mutaci, nedokazi T-lymfocyty rozpoznat.
Nédory s vys$§im poctem mutaci mohou vyuzivat riizné inikové mechanismy, aby se vyhnuly
imunitnimu systému a rozpozndni systémem [6]. Do unikovych mechanismti nadorii pied
imunitni odpovédi patii vyvolani anergie (nereaktivity) u T-lymfocytl, uvoliiovani
imunosupresivnich cytokinii a lokalnich medidtorti ke zméné prostredi nadoru [28].

Nédorové mikroprostfedi reprezentuje komplexni prostfedi ovlivitujici preziti a vyvoj
nadorovych bunck, skladajici se z bunéénych a nebunéénych slozek (Obr. 1). Do bunééné
slozky patfi nddorové bunky, bunky zanétlivé, imunitni, endotelové buriky a fibroblasty
spojené s nadorem [29]. Nejvice zastoupené jsou zde bunky myeloidni fady, makrofagy a
neutrofily [6]. Do slozky nebunééné patii cytokiny a chemokiny [29].

Aby mohly imunitni bunky plnit spravné svou funkci, musi pfijit do kontaktu s jinymi
buikami. To je zprosttedkovano migraci mezi organy. Tato klicova schopnost imunitnich
bun¢k je fizena souborem vyluCovanych molekul zvanych chemokiny. Chemokiny jsou
chemotaktické cytokiny. Urcita podskupina imunitnich bun¢k ma urcity odliSny vzorec
exprese chemokinovych receptort, diky ¢emuz reaguji na chemokiny odlisn¢ a migruji dle

specialnich potieb kazdého prostiedi [30].
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Obrazek 1: Nadorové mikroprostiedi slozené z bunécnych a nebunécnych slozek,

které podporuji rast nadoru [29].
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2.1. Nadorové antigeny

Nadorové antigeny se déli podle své distribuce na nadorové specifické antigeny a
nadorové asociované antigeny. Unikéatni nddorové antigeny jsou ty, jejichZ exprese je typicka
pro pacienta. Sdilené antigeny jsou pfitomné v riznych vzorcich stejného histologického
podtypu malignity a na riznych typech nadort, ale ne ve fyziologickych tkédnich, s vyjimkou
varlat a placenty [31].

Antigeny asociované s nddorem — TAA jsou ve velkém mnozstvi na nadorovych
buiikach, ale pfesto jsou pfitomny i na zdravych normadlnich buiikidch. Pfitomnost i na
zdravych bunkdch zplisobuje centrdlni toleranci imunitnim systémem viaci buikam
nadorovym [32]. TAA nejsou specifické pro nador [33].

Antigeny specifické pro nddory — TSA se rozdéluji do dvou skupin. Prvni skupinou
jsou mutované TSA, které vznikaji z mutovanych sekvenci DNA, které mohou byt exonové
nebo neexonové. Druhd skupina aeTSA vznika aberantni expresi transkriptll, které nejsou
exprimovany v zadné normalni somatické buiice [34]. TSA jsou exprimovany pouze nadorem
[35].

Dalsi zvlastni skupinou nadorovych antigent jsou antigeny nadorové linie, které stoji
na pomezi mezi TAA a aeTSA. Tyto antigeny jsou kodovany kanonickymi exony, které jsou
normalné exprimovany pouze zarode¢nymi builkami, jejich aberantni exprese v nadorovych
buiikach je vétSinou zpiisobena epigenetickymi zménami [36].

Nédorové antigeny jsou ze své podstaty malo imunogenni, protoZze obvykle vychazi
z normalnich antigentl, a jsou mirné¢ mutované nebo odlisn¢ regulované [37]. Prvni metodou
k identifikaci nadorovych antigenli je peptidové mapovani, které slouzi k detailni analyze
struktury a identifikaci peptidi. Peptidové mapovani je sice velmi UspéSné, ale pozitivni
vysledky pfineslo pouze pfi identifikaci menSich histokompatibilnich antigenti (miHA)
prezentovanych na HLA 1. tfidy. Dal$i dvé metody, které se pouzivaji k identifikaci

nadorovych antigenil, se nazyvaji dopiedna a reverzni imunologie [38].

2.2. Makrofagy a dalsi antigen prezentujici buniky

Makrofagy jsou buiiky vznikajici z krevnich monocyta [8]. Makrofagy jsou klicovymi
buntkami v procesu odstraniovani pozlstatkti odumielych bun€k, zdravych i abnormaélnich.
Toto odstranovani se nazyva fagocytéza [39]. Rozpoznani cizorodé c¢éstice a nésledna
fagocytoza apoptotickych bunck je umoznéna obsahem molekuly CD14 a HLA molekuly 2.

tiidy [40]. Jejich aktivita nekon¢i pouze na fagocytoze, Casto spolupracuji s opsonizujicimi
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protilatkami a aktivné ni¢i abnormalni builky. Tim nejen zajiStuji ociSténi organismu od
téchto pozlstatkt, ale téz hraji roli ve vzniku zanétlivych reakci. Svou produkci cytokinti se
uplatiiuji pfi interakci imunitniho systému s nddorem. Makrofagy infiltruji nadory, a
iniciovanim zanétlivé odpovédi informuji imunitni systém, ktery nadorovou tkan vnima jako
poskozenou a nachylnou k potiebé pomoci [39]. Tyto makrofdgy nazyvame jako makrofagy
asociovan¢ snadorem — TAM. Ziskdvaji v primarnich a metastatickych lokalitach
protumorigenni vlastnosti a hraji podptrnou roli ve vyvoji a progresi nadoru tim, Ze stimuluji
bunécnou proliferaci, prezivani bun€k, angiogenezi, invazivni a pohyblivé chovéni a potlacuji
odpovédi cytotoxickych T-lymfocytti [6]. Tim makrofagy aktivné podporuji rast nadoru,
zvySuji ale 1 schopnost nddoru metastazovat. Pacienti s nadory, kde se vyskytuje infiltrace
makrofagl, Casto vykazuji horS$i prognoézu. Podobné protektivni ucinky mohou mit také
podobné bunky makrofagiim, tzv. myeloidni tlumivé buiiky, které mohou infiltrovat nadory a
potlacovat v nich protinddorové imunitni mechanismy [39].

S nadorem mohou byt asociované i neutrofily (TAN). Ty maji protinadorovou funkei,
kdy zprostiedkovavaji ni¢eni nadorovych bungk, ale i pronddorovou funkci [6].

Dendritické buiiky jsou hlavnim typem profesionalnich APC, jsou dulezitou soucasti
primingu T-lymfocytl. Vytvofeni protektivni protinddorové imunity zavisi na zréni
dendritickych bunék a prezentaci antigenu. Dendritické buiiky spolu s makrofagy exprimuji
molekuly MHC 1. tfidy, které prezentuji antigeny CDS8 T-lymfocytim [6]. DC zachycuji
a zpracovavaji nadorové antigeny, exprimuji kostimulacni molekuly a vylucuji cytokiny
k aktivaci adaptivni a vrozené imunitni odpovédi [41].

B-lymfocyty se také nachéazeji v mikroprostiedi nadoru. V séru pacientil s nadorem
bylo velké mnozstvi imunoglobulinti. Tyto imunoglobuliny jsou specifické pro vice nez 2000
antigentl, které jsou Casto exprimovany nadorovymi bunikami. Protilatkami zprostfedkované
ni¢eni nadorovych bun¢k mulze byt naruSeno. Efektorové funkce protilatek, které jsou
zprostfedkovany pomoci Fcy, jsou taktéZ naruSeny b&hem pretrvavajicich infekcich, coz je
ucinek, ktery je pfisuzovany tvorb¢ imunitnich komplexti antigen-protilatka. To naznacuje, Ze
prilis vysoké koncentrace komplext antigen-protilaitka mohou omezit ucinnost protilatkové

terapie u nadorovych onemocnéni [6].
2.3. Prirozeni zabijeci

NK bunky, znamé téz jako pfirozeni zabijeci, maji schopnost okamzité¢ho niceni bunék

nadorovych, i bun€k virové infikovanych bez predchozi stimulace [39]. NK jsou velké
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granularni lymfocyty, a jsou tfetim druhem bunck vznikajiciho ze stejného lymfoidniho
progenitoru jako B-lymfocyty a T-lymfocyty [24]. Jejich G€inny mechanismus je analogicky
s tim, jaky vyuzivaji cytotoxické T-lymfocyty. Rozpoznévaji nddorové buiiky predevsim diky
nizkému obsahu HLA molekul 1. tfidy, které se nachazeji na povrchu bunék [39]. Na svém
povrchu maji charakteristické molekuly CD16 a CDS56 [40]. Jednou zjejich funkci je
apoptoza bunck, kterad je zprostfedkovéana cytolytickymi granuly [24]. K degranulaci neboli
k uvolnéni cytoplazmatickych cytotoxickych granul na naddorovou bunku, dochdzi zvySenim
mnozstvi aktivacnich receptori, které poskytuji signal pro aktivaci NK bunék. Jejich rychlost
a schopnost bezprostiedni reakce hraji klicovou roli v obrané organismu pied nadory a
infekcemi [39].

NK buiiky na svém povrchu exprimuji aktivacni a inhibi¢ni receptory. Interakce mezi
receptory KIR exprimovanych na NK s molekulami MHC . tfidy na cilovych buikéch hraji
klicovou roli pfi modulaci imunitniho dohledu NK buné¢k a cytotoxicity zprosttedkované NK

buitkami [42].

2.4. Protilatky

Protilatky maji schopnost védzat se na specifické povrchové antigeny nédorovych
buné¢k, ¢imz se spousti proces opsonizace. Nadorové buiiky jsou takto protilatkami oznaceny
pro fagocyty a NK bunky, které nésledné pfispivaji k efektivnimu potlacovani nadorového
rastu. Nékteré z téchto navazanych protilatek mohou aktivovat klasickou cestu komplementu,
a tim posiluji dalsi néstroj imunitniho systému k nic¢eni nadorovych bunék. Samotné navazani
protilaitek na nddorovou bunku muize vyvolat apoptotickou smrt nadorové bunky [39].
Apoptdza je programovand bunécnd smrt, ma dilezitou roli v regulaci bun¢k a zajist'uje, Ze

nadorové buiiky jsou eliminovany s minimalnim negativnim vlivem na okolni tkan¢ [43].

2.5. Tclymfocyty

Cytotoxické T-lymfocyty jsou dileZitou soucéasti imunitniho systému Maji schopnost
rozeznat abnormalni buniky prostfednictvim svych TCR od buné¢k normélnich [39]. Na svém
povrchu maji koreceptor CDS8 [1]. Mechanismy ni¢eni nadorovych bun¢k Tc lymfocyty jsou
zavislé na tésném kontaktu s nddorovu bunkou, nebo vyuzitim sekretd. T-lymfocyty
identifikuji komplex HLA proteinli na antigen-prezentujicich bunikach (APC), které predtim
pohltily a rozstépily antigen na peptidové fragmenty. Pohlcené peptidové fragmenty jsou

nasledné vystaveny na povrchu APC v antigennim komplexu s HLA molekulami. Po kontaktu
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s antigennim komplexem na povrchu APC za¢nou prekurzory T-lymfocytl proliferovat a
diferencovat se na zralé efektorové Tc lymfocyty. Ty vyuzivaji svd cytotoxicka granula
obsahujici perforin k vytvofeni pori v membrané napadené builky, ¢imz umoziuji proniknuti
granuli, které zplsobuji apoptdézu. Tc lymfocyty mohou piipadné vyuzit povrchovy protein
Fas—ligand, ktery se vaZe na receptor pro apoptézu. Poslednim zptisobem ni¢eni nddorovych

bunek je sekrece cytokini [39].
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3. Adoptivni bunéc¢na terapie

3.1. Historie a vyvoj protinadorové terapie

Vroce 1868 se objevil prvni odborny c¢lanek od némeckého 1ékaie Busche,
s mySlenkou vyuziti imunitniho systému k 1é€bé nadorovych onemocnéni. Tehdy umyslné
infikoval pacienta s diagnézou sarkomu mekké tkané (lymfosarkomem) plivodcem erysipelu.
Doslo k rychlému zmenSeni nadoru, ale nador se vytvofil znovu. Pivodcem erysipelu je
bakterie Streptococcus, to zjistil pozdéji némecky I¢kat Friedrich Fehleisen, kterému se jako
prvnimu kultivace streptokokii povedla [44]. Fehleisen popsal pét ptipadl neresektovatelnych
zhoubnych nadort, které se vylé¢ily po vystaveni erysipelu [45]. Clanky obou lékatd
zpusobily dalsi zkoumani odborniky, v¢etné ptirodovédce L. Pasteura a Iékafe Roberta Kacha
[44]. Doktor William B. Coley publikoval ¢lanek, ve kterém popisuje vyuziti infekce
erysipelu k 1é€bé neresektovatelnych sarkomil. Injekce s plivodnim erysipelem nevyvolaly
trvalou reakci, avSak injekce zivé kultury Streptococcus erysipelatis zptusobila u pacienta
pravou erysipelovou infekci. Tato infekce po 10 dnech odeznéla, a nador u pacienta témet
uplné vymizel [45]. Tuto Zivou kulturu opakované aplikoval pfimo do nadoru. A jeho dalsi
bakterie zivé. V roce 1892 bylo zjisténo, ze Serratia marcescens a jeji toxiny zvysSuji virulenci
mikroorganismi. V roce 1907 bylo zjisténo, ze toxiny S. marcescens maji protinadorovy
efekt. Coleyho toxiny, coz je smes S. marcescens, Staphylococcus aureus a Escherichia Coli,
vykazovaly schopnost vyvolat zanét a stimulovat fagocyty s antibakteridlni aktivitou, coz
vedlo k zneskodnéni a likvidaci nddorovych bunék. I ptes tspéchy v 1écbé lymfosarkomd,
osteosarkomtl, melanomi a sarkomi mékkych tkani se Coleyho toxiny ptestaly vyuZzivat kvili
své rizikovosti [44].

Pii pokusech na zvifatech bylo prokazano, ze po odstranéni nddord, které byly
vyvolany vné&jSimi karcinogeny, by proti nim bylo potencionalné mozné vyvinout imunitu. V
mnoha téchto pokusech byl odstranén nador a pozd€ji, po intravenodzni aplikaci stejnych
nadorovych bun¢k, doslo k odmitnuti imunitnim systémem zvifat, coz vedlo k myslence, ze
nadory maji TAA, které¢ imunitni systém mohl potencionalné rozpoznat [45].

V prubehu pocatku 20. stoleti se zacala vice prosazovat modernéjsi radioterapie [44].
Radioterapie, pii které se vyuziva ionizujici zafeni, je velmi G€innou lécebnou strategii pro
lokalni kontrolu a 1écbu nadort. Nova technologickd vylepSeni umoznuji optimalni davku

zafeni na pfesné misto — do nadoru, a zarovei Setii pfilehlé tkang. Ucinky zafeni se potvrdily
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na cévach nddoru, fibroblastech i na imunitnich buiikdch. Studie této doby prokazaly, Ze
zafeni vyvolava imunogenni bunénou smrt, a zaroven ze zafeni mize indukovat nadoroveé
specifické bunky. Nizké davky radiace jsou ucinné pro pieprogramovani makrofagi
asociovanych s nadorem a pro normalizaci cév. Nizka davka by tedy mohla stacit v situacich,
kdy je cévni bariéra hlavni ptekdzkou infiltrace T-lymfocyti do nadoru. Radioterapie spolu
s imunoterapii jsou vysoce uc¢innou lécebnou strategii [46].

Kolem roku 1945 byl poprvé vyuzit jako chemoterapeutikum yperit [44]. Myslenka
vyuziti yperitu vznikla pfi pozorovani ndmoinikii vystavenych pisobeni yperitu po naletu
béhem druhé svétové véalky. U jednoho z namotnikii byla zaznamendna zna¢né hypoplazie
lymfoidnich a myeloidnich bun€k. Nasledné byly vyvinuty derivaty yperitu — n-yperity pro
1écbu malignit [47].

V padesatych letech minulého stoleti bylo pfi experimentech prokazano, Ze imunitni
systém nador rozpoznava, ale i aktivné ni¢i. V obdobi mezi sedmdesatymi a osmdesatymi lety
byla pacientim s riznymi druhy nadori podévana ziva vakcina Bacillus Calmette-Guerin,
kterd se v dneSni dob& Uspé€Sné¢ vyuzivd u pacientl s povrchovymi lézemi karcinomu
mocového méchyte. V letech 1984 a 1989 profesor Rosenberg a jeho spolupracovnici uvedli
nové moznosti imunoterapie, zejména pomoci interleukinu 2. Déle v roce 1985 pfisla metoda
pfenosu tumor infiltrujicich lymfocyti (TIL), znama téZ jako adoptivni T-bunécna terapie, coz
vzbudilo nad¢ji na pokroky v oblasti 1€cby naddorovych onemocnéni. Tento vyvoj v 1écbe

nadort smétuje k efektivnéj$imu a cilenéjSimu piistupu v boji proti malignitam [44].
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4. Vyvoj a mechanismy adoptivni bunéc¢né terapie

Imunitni systém hraje dulezitou roli u mnoha typi rakovinnych zmén, v jejich vyskytu a
rastu. Diky novym poznatkiim o imunitnich mechanismech byly vyvinuly imunoterapeutické
lécby [48]. Imunoterapii je mozné rozd€lit na aktivni a pasivni, a na specifickou a
nespecifickou. Aktivni nespecifickd imunoterapie nadorti je zaloZena na vyuziti cytokint,
urcitych bakterialnich produktd a hormont. Aktivni specifickd imunoterapie zahrnuje vyuziti
vakcin na nadorové nebo virové antigeny. Pasivni specifickd imunoterapie je zalozena na
podani monoklondlnich protilatek injekéné. Do pasivni nespecifické imunoterapie patii
pfedevsim adoptivni T-bunécna terapie, vyuziti proteint tepelné¢ho Soku a lektint [49].

Adoptivni bunécna terapie (ACT) je imunoterapie, vyuzivajici buiiky imunitniho systému
ke zniceni rakovinnych bun¢k [48]. Adoptivni bunécnd terapie ma u nckterych pacientl
trvalou klinickou odpovéd [50]. Nékteré z metod vyuzivaji piimou izolaci vlastnich
imunitnich bunék a nasledné zvySeni jejich poctu. Jiné metody vyuzivaji genetické
inzenyrstvi prostfednictvim genové terapie (napiiklad terapie CAR) [51]. Obvyklé jsou
metody adoptivniho T-bunécného pienosu, nejcastéji se vyuzivaji T-lymfocyty piimo od
pacienta, je mozné ale vyuzit i T-lymfocyty od déarce (Obr. 2) [51, 53]. Infuze darcovskych
lymfocytti (DLI), jsou prvni adoptivni bunécnou terapii, u které byl prokazan silny tc¢inek
Stépu proti leukémii u myeloidni leukémie. [53].

Do pokrocilych genetickych modifikaci T-lymfocytl patii zmény specifity T-bunééného
receptoru (TCR), nebo zavedeni rozpoznavacich domén podobnych protilaitkim v podobé
chimérickych antigennich receptort (CAR) [28]. Odpovédi T-lymfocytli jsou zamérené
specificky proti antigenu a antigenni determinant¢, proto snadno rozeznaji abnormalni buiku
od té zdravé. Zaroven jsou tyto odpovedi velmi silné a dochézi az k tisici nasobné klonalni
expanzi. T-lymfocyty jsou schopny, diky vyskytu antigenu na nadorovych buikach, nalézt i
vzdalené metastazy. Posledni obrovskou vyhodou je vznik paméti T-lymfocytl na dany typ

nadorovych bun¢k [52].

26



@

()

/ %QQ ‘\
RE-INFUZE EXPANZE

Adoptivni imunoterapie

@‘J T-BUNEK @ KULTURV

Nespecificka expanze TIL

Antigenné specificka expanze Genetické inZenyrstvi

Obrazek 2: Proces adoptivni T-bunééné imunoterapie [52].

Protinadorové vakciny se vyuzivaji k aktivni tvorbé specifickych protinadorovych T-
lymfocytl v téle pacienta. Takto vzniklé T-lymfocyty nésledné reaguji s nddorovymi antigeny.
K tvorbé téchto bunck 1ze pouzit jednoduché peptidové vakciny, komplexni bunécné systémy
s vyuzitim dendritickych bun¢k pulzovanych naddorovou RNA, lyzaty autolognich tumort,
nebo nadorovymi liniemi.

Sipuleucel-T® je prvnim schvalenym preparatem protinadorové vakciny. Cilem vakcinace
je indukce T-lymfocytl, které reaguji s nddorovymi antigeny. Tohoto ucinku lze dosahnout
n¢kolika zplsoby: podanim peptidové vakciny, nebo podanim komplexnich bunéénych
systémi s vyuzitim dendritickych bunék, lyzaty autolognich tumorti, nebo nadorovymi
liniemi. Cilovou skupinou béhem studie této vakciny byli pacienti ve stavu rezistentniho
karcinomu prostaty, kterym byla aplikovana tato autologni vakcina. Pfiprava této vakciny
spociva v ex vivo kultivaci imunitnich buné€k s fuznim proteinem prostatické kyselé fosfatazy
a faktorem stimulujici rast granulocytii a makrofagl. Vysledkem studie bylo prodlouzeni
medidnu celkového preziti o 4,1 mésice. Vakcinace ma velmi slabé nezadouci ucinky a je
dobte tolerovana. Dalsi studie testovala ucinky vakciny, ktera je cilena na patologické B
bunky folikuldrniho lymfomu. U pacienti doslo k lepsi odpovédi na konvencni chemoterapii
a signifikantné prodluzuje dobu piezivani bez relapsu. Slibny vysledek pfinesla i studie, kde
kombinace standardni 1écby a terapeutické vakciny (z peptidu gp100) zdvojnasobila 1é¢ebnou
odpovéd” a prodlouzila dobu bez progrese onemocnéni o 2,2 meésice u pacientll
s metastatickym melanomem. Ve III. fazi klinickych studii je poxvirova vakcina na
prostaticky specificky antigen (PSA) u pacientl s karcinomem prostaty a DCVAC/PCa

testovany u pacientd s kastrat rezistentnim karcinomem prostaty [54]. V ostatnich ptipadech

27



ma vyuzivani vakcin spiSe omezenou Uc¢innost. Faktorem zodpovédnym za toto omezeni je
kvalita cilovych nddorovych antigenti, které byly v pritbéhu let identifikovany a zahrnuty do
vakciny [55].
Adoptivni bunécna terapie muize byt vyuZzita nckolika zplsoby a budou dale vice

vysvétleny [51]:

e Bunécnd terapie pomoci tumor infiltrujicich lymfocytt (TIL)

e Bunécnd terapie pomoci upravenych receptorti T-lymfocyt (TCR)

e Bunécnd terapie pomoci chimérickych antigennich receptorti (CAR)

e Bunécnd terapie pomoci bun¢k aktivovanych lymfokiny (LAK) a cytokiny (CIK)

e Bunécnd terapie NK buitkami

Jedna se o nové, neustale se vyvijejici metody, které poskytuji pacientim nové moznosti.
Bunééné terapie jsou v klinickych studiich vyuzité jak samostatné, tak v kombinaci s dal§imi
pouzitim terapie CAR T-lymfocytl zaméfené proti znaku CD19, a také jiz byly schvélené
k 1éCeni. Potencialni pouziti dalSich typd bunck — NK bunék je rovnéz oblasti souc¢asného

vyzkumu [48].

4.1. Bunécéna terapie pomoci tumor infiltrujicich lymfocyti

Pacienti s rakovinou maji pfirozené v téle T-lymfocyty, které Casto objevi a znici
nadorové bunky v jejich télech. Tyto T-lymfocyty jsou nejucinnéj$i a nejsilnéjSi imunitni
buiiky v lidském téle. Pouze tyto T-lymfocyty ale nemusi byt vzdy dostatecné v boji proti
rakoviné. Moznou piekdzkou je, Ze tyto lymfocyty musi byt nejprve aktivovany predtim, nez
efektivné zabiji abnormalni buniky. Poté je dualezité, aby takto aktivni buniky zily dostatecné
dlouho, aby byly zniceny veskeré nddorové buiiky. Poslednim problémem muze byt jejich
nedostatecny pocet [51]. Aby se predeslo témto moznym piekdzkam a problémim, vyuziva se
terapie pomoci lymfocytl, které infiltruji nddory pacientti. Tyto bunky se vyskytuji bud’
v nddorové tkani, nejcastéji z lymfatickych uzlin, nebo z krve [54]. TIL jsou izolovany ze
solidnich nadord chirurgickym zdkrokem, a expanzi po dobu nékolika tydnll ex vivo za
sterilnich podminek pomoci cytokint, které stimuluji T-lymfocyty k vytvoteni dostate¢ného
poc¢tu T-lymfocytl reagujicich na nador [56]. Velky pocet je poté znovu aplikovan zpét

pacientovi, u které¢ho ni¢i nadorové bunky [51].
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Nevyhodou TIL terapie je doba potiebna pro vytvoreni dostatecného poctu TIL pro
zprostiedkovani 1écebné odpovédi. I po splnéni vSech pozadavki se zd4, ze expandované TIL
ztraceji svou schopnost zabijet a zfejmé vykazuji opozdénou reakci. To je vysvétlenim, pro¢ u
mnoha pacientli nema 1é¢ba TIL zadny protinddorovy ucinek [28].

Posun v 1é¢bé nastal po zavedeni lymfodeplecnich rezimii pted aplikaci ACT, uspéchy
se objevily v 1écbé metastazujiciho maligniho melanomu. U pacientl, ktefi pfed ACT
podstoupili non-myeloablativni chemoterapii a bylo jim podano vysoké mnozstvi IL-2, byla
zaznamenana objektivni klinickd odpoveéd u 50 % pacientd. Vysoké davky IL-2 zptlisobily
fadu nezadoucich ucinkl, kterym se dalo zamezit snizenim davky a podanim davky
subkutanné. TIL terapie ptfinasi n€kolik vyhod: buniky béhem své expanze nejsou geneticky
ménény a zachovavaji si vysokou specifickou protinddorovou reaktivitu. Nevyhody TIL
terapie zahrnuji omezeni, kdy nelze ziskat vzorek tkdn¢ od vSech typii nadorti, je zde dlouha
kultiva¢ni doba potiebna pro produkci dostatecného mnozstvi TIL, navic pouze 30-40 %
vzorkili poskytuje vhodné T-lymfocyty [54]. Dodnes bylo mozné vypéestovat TIL
z nemelanomovych typll nadorli, jako je karcinom délozniho c¢ipku, karcinom ledviny,
karcinom prsu a z nemalobunééného karcinomu plic [48]. Uspéch autolognich TIL byl i u

pacientl s rendlnim karcinomem a malignim melanomem [54].

4.2. Bunééna terapie pomoci upravenych receptori T-lymfocyti

Nekteti pacienti maji T-lymfocyty, které nejsou schopny rozpoznat abnormalni buniku
od zdravé. U jinych pacienti mlze byt problém v neschopnosti aktivace a nasledného
namnozeni T-lymfocytd. Lékati proto vyvinuli terapii zaloZenou na upravenych receptorech
T-lymfocytid. Principem je u pacienta odbér T-lymfocytt, ale misto prosté aktivace a expanze
protinadorovych bunék, je T-lymfocyt obohacen o receptor, ktery umoziuje zamétit imunitni
reakci na specifické nadorové antigeny [51]. Odebrané T-lymfocyty prochazeji genetickou
modifikaci in vitro pomoci imunostimulujicich cytokinl, zejména interleukinem 2, coz vede
k expresi TCR, a zaroven je posilena jejich tumoricidni vlastnost. Pro spravné rozpoznani
bunikou je nutné prezentovat antigen pomoci hlavniho histokompatibilniho komplexu (MHC)
[48]. Lékati mohou vybrat optimalni cil, na ktery se buiiky zaméfi, tim pfizptsobuji 1écbu
idedln¢ pro kazdého pacienta [51]. T-lymfocytarni receptor je povrchovd molekula T-
lymfocytli, ktera ma schopnost rozpoznavat antigeny, které jsou prezentované hlavnim
histokompatibilnim komplexem — MHC, a zprostfedkovava imunitni odpovéd. TCR je

heterodimer [57]. Sklada z fetézce o a B (TRA a TRB), kazdy tetézec se skladd z n€kolika
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genovych segmentli — TRA variabilni, spojovaci, konstantni pro fetézec a. Pro fetézec B -
TRB rozdilny, spojovaci, konstantni, variabilni [20]. Komplementarni determinacni oblast 3
(CDR3) fetézce TRB je vysoce variabilni slozkou TCR a je rozhodujici pro specifitu kazdého
klonu T-lymfocytdi pro rozpozndvani antigenu. Polymorfismy CDR3, které vznikaji
ndhodnym pfeskupenim genovych segmentl, urcuji diverzitu TCR. Teoreticky zavisi
schopnost imunitni odpovédi na rizné antigeny na velkém repertoaru jedine¢nych TCR.
Nékolik studii prokazalo, Ze diverzita repertoaru TCR hraje diilezitou roli v nddorové imunité

[57].

4.3. Bunééna terapie pomoci chimérickych antigennich receptori

Bunééné terapie TIL a TCR cili na bunky, které prezentuji jejich antigen. Bohuzel
mnoho typli nadorovych onemocnéni muize uniknout imunitni reakci T-lymfocytd tim, ze
snizi, nebo Uplné ztrati svou expresi MHC. Aby nebyla nutné ptitomnost MHC na nddorovych
buikdch pro tumorspecifick¢é T-lymfocyty, byly vyvinuty syntetické receptory, tzv.
chiméricky antigenni receptor (CAR) [51]. Pii terapii CAR-T jsou T-lymfocyty pacienta
odebrany pomoci leukoferézy z krve, a v laboratofi jsou upraveny tak, [28] aby rozpoznaly a
likvidovaly cilové nadorové bunky zptiisobem nezavislym na MHC [25]. T-lymfocyty jsou
uméle geneticky upraveny technologii rekombinantni DNA tak, aby na jejich povrchu vznikly
CAR [28]. Exprimujici konstrukt CAR =zahrnuje antigen-vdzajici doménu, spacer,
transmembranovou oblast, kostimulacni oblast a aktivacni doménu [25]. T-lymfocyty CAR
jsou nasledné expandovany a znovu aplikovany pacientovi. CAR-T buiky se pacientovi
aplikuji pouze jednou, aby doslo k jejich plnému vyuziti [28]. CAR, diky svému specifickému
chimérickému antigennimu receptoru, rozpozna specificky antigen na membranach
nadorovych bunék, piisobi tumoricidné [25]. U hematologickych malignit bylo dosazeno
uspécht terapie CD19 CAR-T [48]. Tato terapie je zalozena na expresi chimérického
antigenniho receptoru anti-CD19 pro 1é¢bu pacientli s malignitami B-lymfocytl, které na
svém povrchu exprimuji CD19 [58]. Pfekézkou této terapie je urceni nepfitomnosti zvoleného
antigenu v normalnich tkanich. V terapii CD19 CAR-T neni CD19 nadorov¢ specifickym
antigenem [25]. Krom¢ CAR-T bunék se v terapii CAR vyuzivaji i NK buiiky, které mohou
byt upraveny tak, aby exprimovaly CAR na svém povrchu. Tyto CAR-NK mohou byt
podavany pacientim, aniz by se s piijemcem shodovaly v HLA, ¢imZ odpada nutnost vyrabét

produkt CAR pro kazdého pacienta zvlast’ [58].
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Dalsich uspéchli bylo dosazeno pfedev§im u rakovin jako jsou lymfomy a akutni
lymfoblasticka leukemie [28]. T-lymfocyty s CAR umi rozpoznat pouze antigeny, které jsou
samy pfirozené exprimovany na povrchu buné€k, takze rozsah potencidlnich antigennich cilt
je mensi nez u TCR [51]. Bunkky CAR-T specificky eliminuji nddorové bunky dvojim
zpiisobem: perforinem a granzymem, nebo sekreci cytokint [25].

Cilem novych klinickych zkousek je nyni vyuziti kmenovych bunék pro vytvofeni
neomezené¢ho zdroje volné dostupnych CAR T-lymfocytll, aby pacienti mohli dostat svou
1écbu rychleji nez doposud [51]. Tato terapie se v zavislosti na povaze CAR do nékolika
generaci. V prvni generaci je CAR receptor sloZen z jednotetézcového variabilniho fragmentu
(scFv) a z molekul aktiva¢niho motivu imunoreceptort zaloZzené¢ho na tyrosinu (ITAM). ScFv
je namifen proti nddorové specifickému antigenu. U druhé a tfeti generace se ptfidava jedna
nebo dvé kostimulaéni molekuly. U ctvrté a paté generace se doplituje kostimula¢ni molekula
induktorem interleukinu-12 [28].

Se snahou zapojit do bunécné terapie i dalsi bunky imunitniho systému byly jiz v roce
2022 aktivné zkoumané i NK buiiky [51]. NK buiiky zptsobuji apoptézu abnormalnich bunék
cytokiny jako jsou tumor nekrotizujici faktor (TNF-a) a interferon (IFN-y) [59]. NK buiiky se
zamé&iuji na nadorové buniky, které snizuji expresi lidského leukocytarniho antigenu (HLA) I.

tiidy nebo exprimuji stresové markery [58].

4.4. Bunécéna terapie pomoci bunék aktivovanych lymfokiny

Variantou je adoptivni bunéénd terapie zaloZzend na vyuziti bunék pacienta
aktivovanych lymfokiny [60]. LAK bunky jsou sloZeny pfevazné z ptirozenych zabije¢skych
bungk jako jsou NK a CD3-, a ptirozenych zabije¢skych T-lymfocytti (CD3"). LAK bunky
vykazuji neomezenou protinddorovou aktivitu [61]. U T-lymfocytd, které jsou aktivované
lymfokinem, je terapeutickd Uc¢innost zprostfedkovana pomoci cytotoxické aktivity T-LAK
proti nadorovym bunkam, a aktivace protinddorové imunitni odpovédi rliznymi cytokiny,
které T-LAK vylucuji [60]. V preklinickych studiich byla prokazana G¢innost ACT hned na
nékolika typech nadorovych bunék, jako je rakovina tlustého stieva, rakovina slinivky bfisni,
nadledvin, ledvin a jicnu, pomoci LAK. Navzdory uspésnym studiim in vitro a in vivo bylo
prokézano, ze ucinnost LAK pifi 1écbé rtznych typl rakoviny (kolorektalni karcinom,
karcinom prsu, plic, vajecniki, slinivky bfisni a ledvin) je nizka. Nasledujici preklinické

studie prokazaly uc¢innost LAK proti lidskému karcinomu plic [49].
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4.5. Bunééna terapie pomoci zabijeci indukovanych cytokiny

Bunky CIK jsou zndmé jako T-lymfocyty, které jsou podobné pfirozenym zabijectim.
Exprimuji marker T-lymfocytti CD3, i marker NK bunék CD56 [62]. CIK jsou expandovany
in vitro z mononukledrnich bun€k periferni krve a vykazuji cytolytickou aktivitu proti
Sirokému spektru nddorovych cilit zplisobem neomezenym na MHC. Lyza nddorovych bun¢k
CIK buiikkami je zprostiedkovana pomoci ligandii, jejichz exprese je cCasto zvySend
u hematologickych nebo solidnich nadorti [41]. Vyuziti CIK u pacientl s metastazujicim
karcinomem ledvin a adenokarcinomem slinivky bfiSni ma vys$si G¢innost ve srovnani s LAK
[49]. Bunky CIK vykazuji celkové siln€jsi cytolytickou aktivitu ve srovnani s LAK [41].
Dtivodem je predevsim jejich vyss$i mira proliferace, ktera vede ke zvyseni celkového poctu
lytickych jednotek [62]. To ale pii 1é¢beé naddort nestaci. Vyuziti CD-CIK v 1é€bé karcinomu
plic, metastazujiciho karcinomu prsu a leukémie prokdzalo zvySenou miru pfeziti a
vyznamnou uc¢innost v kombinaci s chemoterapii. To dokazuje, Ze DC-CIK je slibnou
metodou v 1éEbé nadorovych onemocnéni [49]. Vedle zvySeni miry preziti se casto
vyskytovaly nezddouci uc€inky jako neutropenie a anémie [41]. Dnes jsou provadény Gspésné
testy TIL, v€etné¢ TIL v kombinaci s IL-2, u pacientl s metastazujicim melanomem a

karcinomem plic [49].
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5. Vedlejsi ucinky a toxicita adoptivni bunécné terapie

Vedlejsi t€inky se velmi li§i v z&vislosti na typu zvolené adoptivni buné¢né terapie a
v tom, na co je terapie piesn¢ zaméfena. Vedlejsi ucinky mohou byt ovlivnény mistem a
typem nddorového onemocnéni, a v neposledni fad¢ i celkovym stavem pacienta [51].
Adoptivni buné¢nd terapie nema obecné piili§ vyrazné vedlejsi Gc€inky, protoze se vyuzivaji
autologni builky, jako jsou CIK, aktivované NK, nebo TIL [63]. Mivaji rtiznou povahu,
napiiklad v podobé nadmérné imunitni reakce, ¢i v podob¢ zanétu prostiednictvim syndromu
uvoliovani cytokinii — cytokinové boufte, ¢i jako neurotoxicita vznikajici kvili zanétu mozku
[51]. Rizné typy imunitni terapie pro léCbu nadorovych onemocnéni jsou doprovazeny
zvlastni toxicitou 1¢kt a spektrem vedlejSich ucinkd. Tyto toxické reakce zasahuji vSechny
orgdnoveé systémy. Off-target toxicita je nepfedvidatelnd, protoZe jsou inhibovany i dalsi
neoc¢ekavané cile, které sdileji struktury nebo epitopy s cili oéekavanymi. Castymi toxicitami
jsou naptiklad zvySend kapilarni permeabilita, mirnd autoimunitni reakce na zdravé normalni
tkan¢ a autoinflamatorni reakce, ktera je vyvoldna cytokiny, vakcinami neboli proteinovymi
inhibitory [63].

U CAR terapie se vyskytuji podobné nezadouci uc¢inky TCR terapie. Objevuje se zde
syndrom encefalopatie souvisejici s CAR T-buiikami, nenadorové uc¢inky a syndrom akutni
respiracni tisn€. VSechny tyto nezddouci G€inky jsou zplisobeny rozpoznanim a usmrcenim
bunck normalnich, tedy téch, které nejsou nadorové. NejcastejsSim vedlejsim tcinkem u CAR
terapie je vSak syndrom uvolnéni cytokinti [64].

Toxicita ACT se obecné zvysila s tim, jak se terapie stala u¢inngjsi. TIL patii mezi
cili, tak mimo né&j. U pacientt lé€enych TCR, které jsou specifické pro nadorovy antigen, byla
hlaSena toxicita on-target, ktera vede k t€zké zanétlivé kolitidé vzniklé z exprese cilového
antigenu ve zdravém tlustém stievé [65]. CAR-T buniky maji sva omezeni, véetné nakladl na
1écbu, délky vyroby a toxicity, jako je syndrom uvolfiovani cytokind a neurotoxicita, coZ
vyzaduje podavani CAR-T bun¢k ve specializovanych centrech, coz dale omezuje pfistup
k témto potencialné zivot zachranujicim terapiim. To je divodem k vyvoji bunéénych terapii,
které jsou ndkladové efektivni, bezpecné a predevsim ucinné [58]. U ACT zamétfenych na B-
lymfocyty s CAR byla bézné pozorovana on-target toxicita v podob¢ aplazie B-lymfocytu.
Zavazna srde¢ni toxicita byla hlaSena po ACT s T-lymfocyty exprimujicimi afinitné upraveny

TCR, ktery byl ptivodné specificky pro melanomem asociovany antigen 3 (MAGE A3) [65].
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6. Priklady adoptivni bunécné terapie
V nasledujicich podkapitoldch jsou uvedené piiklady pouziti adoptivni bunécné terapie
pro ruzné nadorové diagnézy. V poslednich dvou ptikladech jde o lé¢bu virovych a

autoimunitnich onemocnéni.

Akutni myeloidni leukémie

Akutni myeloidni leukémie (AML) je hematologicka malignita, kterd ma miru pfeziti
pouze 26 % [66]. Je charakterizovana infiltraci kostni dfené, krve a dalSich tkdni Spatné
diferencovanymi blasty [67]. Akutni myeloidni leukémii Ize 1é¢it pomoci infuze darcovskych
lymfocytti (DLI). DLI jsou prvni adoptivni bunéfnou terapii, u které byl prokazén silny
ucinek Stépu proti leukémii u myeloidni leukémie. U pacientl, u kterych doslo k relapsu po
transplantaci krvetvorné kmenové bunky (HSCT), s chronickou myeloidni leukémii
dosahovaly infuze DLI trvalé odpovédi u 60-80 % pacientli. Akutni myeloidni leukémie je
v soucasnosti nejcastéjsi indikaci k HSCT a u pacientti, u kterych dojde k relapsu, je
kombinace DLI s chemoterapii trvale lepsi nez samotna chemoterapie. Antileukemické t¢inky
nemodifikovanych DLI jsou neptedvidatelné a z diivodu jejich Siroké aloreaktivité existuje
riziko vyvolani zdvazné nebo az fatalni reakce Stépu proti hostiteli. V poslednich letech je
zkoumano u akutni myeloidni leukémie feSeni variabilni wUC€innosti DLI manipulaci
s jednotlivymi populacemi efektorovych bunék scilem vytvorit bunécné produkty se
zvySenou a konzistentni protileukemickou aktivitou [53].

Pti klinickych studiich byly adoptivné pfeneseny konvencni T-lymfocyty. Pfeneseny
byly pro akutni myeloidni leukémii bud’ pomoci selektivni expanze T-lymfocytd, které byly
specifické pro leukemicky antigen, nebo pomoci transdukce polyklondlni populace T-
lymfocytl, které na svém povrchu mély receptory specifické pro leukemicky antigen [53].
ucinnost terapie CAR T-lymfocyty u AML nebyla jesté tipln€ prokazéana. Pifedpokladame, Ze
se TIL mohou nachéazet v kostni dieni pacientii s AML, a tyto TIL spolu s blokddou
imunitnich kontrolnich bodi pfedstavuji novou terapeutickou strategii pro AML [67].

Alogenni imunoterapie, kdy musi byt alesponn castecnd shoda v MHC darce a
pfijemce, je zalozena na NK je slibnym, netoxickym adjuvantnim terapeutickym pfistupem
k AML. Studie prokézaly, ze alogenni infuze NK bunék po upravé je dobfe snasena, pficemz
kompletni remise je dosazeno u 47 % [68]. Mnoho bunék AML zvySuje regulaci aktivacnich
ligandli NK, jako je MIC-A na buiikkdch AML, ty mohou zlstat odolné vuci autolognimu
zabijeni NK, pokud zlstanou neporusené jejich inhibi¢ni ligandy, jako jsou HLA-B a C
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(ligandy KIR). Builky AML, které reguluji aktivacni receptor NK bunék (NKG2D-L) a
zaroven maji neshody u specifickych HLA-B a C s buitkami NK, by byly nachylné k lyze
zprostfedkované NK. Tento jev je vyuzivan po HSCT, kdy pacienti s akutni myeloidni
leukémii, dostavajici Sté€py od darct, ktefi jsou neshodni na KIR-ligandech, maji lepsi Sanci
na preziti bez relapsu oproti tém pacientim, ktefi dostali produkty shodné s KIR [53].
Alogenni buiiky jsou v téle pfijemce tolerovany [66]. Builky NK lze generovat ex vivo
z hematopoetickych kmenovych a progenitorovych bunék — HSPC nebo indukovanych
pluripotentnich kmenovych bun¢k — iPSC [68].

T-lymfocytarni akutni lymfoblasticka leukémie

T-lymfocytarni malignity jsou hematologické nadory T-bunécné linie. Mezi nejvice
agresivni patfi T-lymfocytarni akutni lymfoblasticka leukemie [69]. Nyn¢jsi 1é¢ebné postupy
vedou k celkovému preziti 70 % pacientii s ALL, nicméné u vice nez poloviny dospélych
pacient dochézi k relapsu, u déti az u 25 %. I ptes chemoterapie, radioterapie a transplantaci
podlehne onemocnéni 50-70 % pacienti po relapsu s T-ALL [70]. Pokrok vyvoje adoptivni
bunécné terapie v 1écbé T-lymfocytarni akutni lymfoblastické leukémie je skromny. Na rozdil
od AML, u které muize necilend adoptivni buné¢na terapie pomoci DLI nebo NK bunck
ptinést prospéch, u T-lymfocytarni akutni lymfoblastické leukémie doslo pouze ke skromnym
ucinkim [67]. Terapie CAR u T-bunéénych malignit ma nékolik problémt. U autologni T-
lymfocytarni terapie existuje riziko kontaminace lymfoblasty, coz miize zplsobit vazné
toxicity. Infundované darcovské bunky podléhaji hostitelské rejekci imunitnimi bunikami
pfijemce. Poslednim problémem je sdilend exprese antigend linie T na malignich a
efektorovych T-lymfocytech, kterd zplsobuje autodestrukci nebo ,bratrovrazdu® béhem
vyroby [69].

Prvni CAR s vysokou protinddorovou funkci byl zaméten proti CDS. Exprese CAR na
normalnich T-lymfocytech vedle krapidni ztrdit¢ CDS5 na jejich povrchu, coz vedlo
k rezistenci vici destrukci normalnich T-lymfocytd, a k normalni expanzi CD5 CAR T-
lymfocytt. Tyto CD5 CAR T-lymfocyty jsou soucasné hodnoceny ve studiich u pacienti s T-
ALL [67]. K zamezeni vedlejSich ucinkl slouzi vyfazeni endogennich TCR, molekul HLA
tiidy 1, nebo vyuziti pfirozenych imunitnich bun¢k darce NK, jako nosice CAR. Oba piistupy

maji rizika G€inki mimo cilové buiiky, nizsi vytéznost CAR-T a vyssi vyrobni naklady [69].
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Non-Hodgkiniiv lymfom
Non-Hodgkinské lymfomy (NHL) tvofi heterogenni skupinu malignit lymfatickych
tkani. S ohledem na heterogenitu onemocnéni zahrnutych do kategorie NHL se klinicky obraz
znaéné 1isi dle podtypu a oblasti postizeni, od indolentnich po vysoce agresivni formy. NHL
se mize vyvinout u zdravych jedincd, i u jedinci s jinym onemocnénim. Lidé s virem HIV,
dédicnymi syndromy imunodeficience nebo autoimunitnimi chorobami, dale lidé
s chemoterapii, pfijemci transplantatd, jsou ohrozeni vznikem NHL. Konkrétng virus Epstein-
Barr je spojen s vyskytem Burkittova lymfomu, nosnich NK-T lymfomt. Helicobacter pylori
je rizikovym faktorem pro vznik lymfomt Zzaludecni sliznice, Borrelia burgdorferi je
spojovana s lymfomy slizni¢niho imunitniho systému a Chlamydophila psittaci s lymfomy
o¢ni sliznice. VSechna tyto onemocnéni jsou spojena s defektem v oblastech B-lymfocyti, T-
lymfocytti nebo NK bunék [71]. Naprosta vétSina lymfoma vznika z B-lymfocyt. A¢koli B-
lymfocytarni lymfomy dobfe reaguji na chemoterapii vice latkami, u agresivnich T-
lymfocytarnich lymfoma, u nichZ jsou ¢astéjsi relapsy, je mira kompletni odpovédi nizsi [72].
Spolu s [é€ebnymi postupy zahrnujici monoklonélni protilatky, konjugaty s Ab 1éky,

radioimunoterapii a nizkomolekularni inhibitory zamétfené na drédhy preziti a ristu bunék,
byly vyvinuty strategie zaloZzené na obnoveni aktivity imunitnich bunék. Adoptivni
imunoterapie nabizi minimalni toxicitu a potencial pro kontrolu onemocnéni NHL. Pfistupy,
které jsou v soucasné dobé¢ k dispozici pro 1écbu NHL jsou:

e EBYV specifické T-lymfocyty

e T-lymfocyty specifické pro nddorovy antigen — TAA

e Transgenni TCR vytvofené T-lymfocyty

e T-lymfocyty s CAR [71].

Non-Hodgkinsky lymfom z B-lymfocytl je skupina heterogennich onemocnéni, ktera
zahrnuje vysoce agresivni (lymfom z B-lymfocytli vysokého stupn€), agresivni (difuzni
velkobunéény lymfom z B-lymfocytll) a indolentni onemocnéni (folikuldrni lymfom z B-
lymfocytli). Nejvétsi revoluci v 1é€bé B-lymfocytarnich malignit zptisobila terapie anti-CD19
chimérickych antigennich receptori CAR-T-lymfocytd, kterda cili na B-bunéény lymfom
exprimujici CD19 [73]. Nejpouzivangjsi a nejucinngj$i TAA je CDI19, ktery je Siroce
exprimovan u pacientll s Non-Hodgkinskym lymfomem [72]. U pacientt, kteti dostali CD19
CAR-T, méli celkovou odpovéd’ 83 % a 52 % ve dvou studiich, 58 % a 40 % byla kompletni

odpovéd’. Dvé terapie CAR-T jsou v soucasné dobé schvaleny v nékolika zemich pro pouziti
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u relapse/refrakternich agresivnich B-bunéénych non-Hodgkinovych lymfomt. Konkrétné se
jedné o 1éc¢bu difuzniho velkobunééného B-lymfomu, lymfomu z B-bunék vysokého stupné,
primarniho mediastindlniho lymfomu z B-bunék a transformovaného folikularniho lymfomu

[74].

Mnohocetny myelom

Mnohocetny myelom (MM) je plazmocytarni neoplazie predstavujici 1 % vSech

nadorovych onemocnéni, a 10 % vSech hematologickych malignit. Mnohocetny myelom
zustava nevyléCitelnym onemocnénim charakterizovanym obdobimi remise, po nichz
nasleduji relapsy s nddorovymi buitkami vykazujicimi rostouci miru rezistence vici 1ékim
[75].
[76]. Zde je tato terapie nejCastéji zaméfend na antigen zrani B-lymfocytdi — BCMA.
Poskytuje casté a trvalé odpovédi u mnohocetného myelomu [77]. Exprese BCMA je
omezena na normalni, maligni plazmatické buiiky a n¢které B-buiiky, proto je povazovana za
idedlni cil u mnohocetného myelomu. CAR-T zamétené na BCMA dosahly pozoruhodné miry
klinické odpovédi -97 %, ale u 45 % dochazi k relapsu [78]. Mnohocetny myelom je obecné
povazovan za CD19 negativni. Existuji vSak diivody pro testovani terapie CAR T-lymfocyty
cilenymi na CD19 u mnohocetného myelomu. Diivodi je hned nékolik: je mozné, ze je CD19
exprimovan na builkdch MM, ale pouze v nizkych hladinach, které nelze detekovat
pritokovymi nebo imunohistochemickymi testy. CAR T-lymfocyty svou uc¢innosti mohou
eradikovat buiikky MM i s pouhymi stovkami molekul CD19 na povrchu nadorovych bunck.
Dale je mozné, ze pro dalSi proliferaci MM je nezbytnd méné diferencovana CD19
prekurzorova buitka MM [75]. Problémem CAR-T proti CDI19 je trvanlivost terapeutické
aktivity, dal§im velkym problémem je vyvolani potenciondlné zivot ohrozujici toxicity, jako je
syndrom uvoliiovani cytokinil a neurotoxicita [79].

Terapie pomoci TCR u MM se stale vyviji i po nékolika netspésnych pokusech.
Hodnoti se napiiklad kombinovand 1écba s blokadou kontrolnich bodid pomoci peptidi
cilenych na TCR modifikované T-lymfocyty v kombinaci s permbrolizumabem, coz je
monoklonalni protilatka proti receptoru programované bunééné smrti (PD-1). Vyvijeji se nové
cilové intracelularni antigeny, aby se zabranilo Uiniku antigenu [75]. Technologie na Upravy
gent TCR, zaloZzena na vyfazeni endogennich geni TCR alfa a beta a nasledném zavedeni

wvewr

konven¢ni prenos gentt TCR in vitro [80].
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Duikazy z Gispésné blokady kontrolnich bodli naznacuji, Ze existuji endogenni myelom
infiltrujici lymfocyty — MIL, které mohou rozpoznavat neoantigeny na MM buiikéach. Tyto
MIL jsou vSak udrzovany ve vyCerpaném nebo anergickém stavu imunosupresivnim
mikroprostifedim MM. Ke vzniku imunity by tedy mohlo stacit tyto MIL odebrat, stimulovat
ex vivo a znovu podat infuzi. Adoptivni bunéfnd terapie jiz ukdzala ptipady, kdy doslo
k rychlé eliminaci myelomové zatéze hlavné u pacientt, ktefi byli predléceni. Existuji vyzvy,
véetné feeni relapsu v disledku uniku antigenu nebo nedostateéné perzistence. Re$enim pro
tinik antigenu mtize byt vyvoj vektory CAR T-lymfocytli zaméfené na dal§i antigeny. ReSeni
pro nedostate¢né perzistence zahrnuje vylepseni vyvijené terapie CAR T-lymfocyty zmény ve

vyrobnim procesu a optimalizaci vektort [75].

Melanom

Imunoterapeutickd strategie u melanomu se sklada bud’ ze schvalenych postupti, jako
jsou inhibitory kontrolnich bodl, podéavani cytokini (IL-2 nebo interferon), nebo
z experimentalni 1é¢by vcetné adoptivni T-bunééné terapie s nadorové infiltrujicimi lymfocyty
[81]. Regrese melanomu lze nyni dosdhnout pienosem in vitro expandovanych lymfocyti
infiltrujicich nddor nebo pomoci terapie kontrolnich bodli imunity, kterd se zaméfuje na
regulacni drahy v T-lymfocytech. Téchto uspéchi bylo dosazeno vlastnostmi melanomu. Ty
Casto tvofi objemné a snadno dostupné nadory, z nichz lze ziskat velké mnozstvi TIL, a jsou
imunogenni, protoze obsahuji hodné¢ mutaci [82]. Soucasné protokoly adoptivni bunécné
terapie zahrnuji, pfed samotnou infuzi ex vivo expandovanych autolognich TIL, pouziti
ptfipravnych nemyeloablativnich lymfodeparativnich chemoterapeutickych rezimii [83]. ACT
s vyuzitim TIL je G¢innou lé¢ebnou metodou pacientll s metastazujicim melanomem. Mira
objektivni odpovédi u pacientli je vice nez 50 %, a u mnoha z nich dochézi k trvalé remisi
delsi nez pét let. Identifikace TIL schopnych rozpoznavat mutované antigeny specifické pro
pacienta u melanomu naznacuje, ze primarnim cilem TIL jsou spiSe mutované antigeny, nez
antigeny sdilené naddorové [84].

Lécebné protokoly terapie TIL vedou kvysoké mife toxicity. Preparativni
chemoterapie vede b&ézné k anémii a trombocytopenii, coz vyzaduje podavani transfuze.
Interleukin-2 podévany po infuzi TIL, a jeho vysoké davky, jsou také spojované s vyznamnou
toxicitou, véetné neurologickych ptiznakl a systémového syndromu kapilarniho tniku, ktery
mize vést k hypotenzi, selhani ledvin a plicnimu edému [83]. Pacienti léceni lymfocyty

s TCR, které¢ cili na MART-1 nebo gpl00, méli Casto vaznou destrukci tkani, kde se
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melanocytarni buniky nachdzely. Mezi posSkozené tkané patfila klize, o€i, vnitini ucho.
Poskozeni zapfiCinila exprese MART-1 v normalnich zdravych buiikach [64]. Proteiny rodiny
melanomovych antigeni — MAGE. Intracelularni proteiny MAGE patii do podtiidy
nadorovych antigeni, které jsou exprimovany v zdrode¢nych bunikach a v Siroké skale nadort.
Jejich exprese je spojena s protinddorovymi aktivitami. MAGE se d¢€li do nékolika skupin a
jsou exprimovany, kromé normalnich bungk, také na mnoha typech nadort jako je melanom,

ale 1 nddory mozku, plic, prostaty a prsu [85].

Sarkom

Sarkomy jsou rozmanitou skupinou nadort, které vychazeji z kosti a mékkych tkani.
Mezi nejcastéjsi détské sarkomy patii osteosarkom a Ewingliv sarkom [86]. U sarkomil se
osveédcCily terapie pomoci T-lymfocytli, nejvice vyuzivané a zkoumané jsou T-lymfocyty
s chimérickym antigennim receptorem (CAR), které kombinuji modality protilatek s T-
bunécnou terapii. Nadorové buniky osteosarkomu exprimuji HER2, kdy cileni geneticky
modifikovanych bunc¢k proti HER2 eliminovalo buiky iniciujici nador v preklinickych
studiich in vitro u osteosarkomu. V soucasné dob¢ probihd studie s vyuzitim T-bunck
exprimujici HER2-CD28 CAR u pacientil s pokro¢ilym sarkomem [87].

Sarkomy mékkych tkani jsou heterogenni skupinou vzacnych malignit, které vychazeji
z pojivové tkané. Progndza pacientl s pokro¢ilym onemocnénim je Spatnd. Pacientd, kterym
pomohla imunoterapie, je malo, divodem miiZze byt vysoka heterogenita a imunitni suprese
v mikroprostiedi nadoru. pozitivni vysledky u pacientll se sarkomy ma ACT vyuzivajici

lymfocyty infiltrujici nador [88, 89].

Neuroblastom

Neuroblastom (NB) je nejcastéjSim extrakranialnim solidnim nadorem v détském
véku. Vznika z progenitorovych bun¢k nervového hiebene v sympatickém nervovém systému
[90]. Ex vivo stimulované alogenni buiiky NK mohou zvysit i€inek $tépu proti nadoru — GVT,
bez zhorSeni nemoci $tépu proti hostiteli. TIM-3 je exprimovan jak na vycerpanych NK, tak
na T-bunikach, mize blokdda imunitnich kontrolnich bodi zvysit GVT efekt po alogenni
transplantaci. Alogenni transplantace s depleci T-bunék mulze byt spolu s adoptivnim
prenosem NK bun¢k a blokadou kontrolniho bodu TIM-3 [é¢bou neuroblastomu po relapsu.
K 1écbé jsou zapotiebi 1écebné postupy, které zahrnuji kombinovanou imunoterapii pro

posileni funkce NK bunék [91]. Disialoganliosid 2 (GD2) je povrchovy antigen na vétSiné
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bunek odvozenych od neuroektodermu, vcetné¢ neuroblastomu a melanomu, méné jsou
exprimované na lidskych buiikach jako jsou neurony, kozni melanocyty a periferni senzoricka
nervova vlakna. Lécba pomoci GD2 muize byt u€inn4, ale je obtizn¢ dostupna. Lécba pomoci
GD?2 je zaloZena na monoklonalnich protilatkach, které rozpoznavaji a ni¢i buiniky obsahujici
GD2. GD2 je t¢innym cilem pro imunoterapii neuroblastomu. Terapie pomoci GD2 CAR T-
lymfocytl prvni generace, které byly sloZzené z EBV-cytotoxickych T-lymfocytl a konvenéné
aktivovanych T-bun¢k zadnou neurologickou toxicitu a néktefi pacienti s aktivnim
neuroblastomem dosahli kompletni odpovédi. T-lymfocyty GD2 CAR tieti generace mély
podobné nadorové uginky s vyraznou expanzi, ale u¢inek byl prechodny. Uginky nebyly vétsi
nez u prvni generace. GD2 CAR druhé generace se signdlni doménou CD28/CD3 obsahujici
anti-GD2 odhalil vynikajici bezpecnost a toxicitu, coz dokladd ptrechodné protinddorové

G&inky [92].

Glioblastom

Glioblastom je agresivnim mozkovym nadorem, a fadi se mezi nejsmrtelnéjsi lidské
nadory [93]. Nejcastéjsi mutaci exprimovanou u glioblastomu je varianta III receptoru pro
epidermélni rastovy faktor (EGFRVIII), kterd uzce souvisi s malignim fenotypem. Jako
nadorové specificky antigen a idedlni molekularni cil je v souc¢asné dobé zkouména tfada
imunoterapii tykajicich se EGFRVIII, vcetné¢ T-bunck modifikovanych CAR. Terapie je
zalozena na anti-EGFRVIII CAR-T, a je u¢inna pii dosahovani dlouhodobé suprese nadoru a
snizovani umrtnosti spojené s glioblastem [94]. Nov¢jsi studie se zamétfuji na podavani
adoptivnich imunitnich bun¢k vcetné ptirozenych zabiject a T-lymfocytd expanzi z lidskych
mononukledrnich bunék periferni krve za podminek ex vivo pacientim s recidivujicim
glioblastem. V téchto studiich nebyly zaznamenany Zzadné zavazné nezadouci ucinky.
zimnice, reakce v misté¢ vpichu. Zavérem byla autologni adoptivni bunécnd terapie v 1écbe
glioblastomu bezpecnd a vykazovala dobré klinické vysledky. Tato adoptivni imunobunécéna
terapie proto muze byt ucinna i u skupiny pacientti s recidivujicim glioblastomem, naptiklad u

pacientii s mezenchymalnim podtypem [95].
Epitelialni karcinom vaje¢niku

Epitelidlni karcinom vajecnikli je nejsmrtelnéj$i formou gynekologické malignity.

Hromadéni T-lymfocytd u epitelidlniho karcinomu vajecnik je prognostickym faktorem
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pteziti a nedavné pokroky v adoptivni T-buné¢né terapii poskytuji nové prilezitosti specificky
modulovat pocet a aktivitu T-bunék, a zaroven zprostiedkovat regresi nadoru. Klinické udaje
ukazuji na ptitomnost CD3" T-lymfocyti infiltrujicich nador a na spojitost s piiznivou
prognézou a del$im piezitim. Pacienti s TIL v nddorech méli pétileté celkové preziti 38 %.
Dalsi studie odhalily, Ze prognosticky vyznam maji nejsilngjsi CD8* cytotoxické T-
lymfocyty, které jsou lokalizovany v epitelidlni slozce nadoru. Autologni T-buiky s
pfesmérovanou specifitou mohou u epitelidlniho karcinomu vajecnikt vyvolat regresi nadoru.
Nékteti pacienti nejsou zpusobili k podani TIL ACT z diivodu neresektabilniho onemocnéni
nebo neschopnosti produkovat nddoroveé reaktivni TIL. K pfekondni tohoto problému je
indukce, nebo uprava T-lymfocytid tak, aby byly pfesmérovany proti naddoru [96]. Pro
vytvoreni u¢inné CAR-T bunék pro 1é¢bu karcinomu vajecniki je tteba urcit vhodny cil. U
karcinomil vaje¢nikll je nadmérné exprimovan antigen MUC16. CAR upravené se schopnosti
vylucovat interleukin-12, ktery moduluje negativni UC€inky nédorového mikroprostredi.
Interleukin-12 déle indukuje proliferaci a cytotoxickou aktivitu NK a vytvaii protinddorovou
aktivitu produkei cytokinti efektorovymi bunikami. Interleukin-12 moduluje nadorové

mikroprostfedi mnoha mechanismy, véetné reaktivace anergickych TIL [97].

Virova onemocnéni

Chronické virové infekce ptedstavuji podobné vyzvy jako nadorovd onemocnéni,
mize jit o vyhnuti se imunitnimu dohledu nebo podvratit imunitni reakce hostitele. V ptipadé
HIV navic replikacné kompetentni proviry pietrvavaji ve vzacnych, dlouho Zijicich klonech
CD4" T-bun¢k s fenotypem centralni paméti, které mohou byt selektovany pro pieziti
prostiednictvim imunitné-editacnich opatfeni. Podobnosti s nadorovymi onemocnénimi
podporuji zkoumani moznosti vyuziti adoptivni bunééné terapie [98].

Cytotoxické T-lymfocyty jsou silnymi likvidatory malignich, ale i virem infikovanych
bun¢k [99]. Specifické cytotoxické T-lymfocyty u pacientii infikovanymi HIV se mohou
Casem vycerpat a ztratit svou efektorovou funkei a proliferac¢ni kapacitu [100]. Od samého
pocatku epidemie HIV se zkouma vyuziti T-lymfocytll s chimérickym antigennim receptorem
(CAR-T). Tyto CAR obsahovaly receptor pro obalovy protein HIV. Tim doslo ke spojeni
extracelularni a transmembranové ¢asti proteinu CD4 se signalni molekulou TCR, zndmé jako
CD4 z CAR [101]. V pribéhu let 1998 az 2005 probéhly klinické studie uc¢innosti CD4 z
CAR, ktery byl exprimovan v autolognich CD4 a CD8 v T-lymfocytech, u pacientl s aktivni
virémii nebo chronickou infekci HIV-1 [102]. N¢kolik let po téchto studiich byla potvrzena
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bezpecnost retrovirové modifikace lidskych T-lymfocytd, a také jejich dlouhodoba perzistence
s odhadovanym polo¢asem rozpadu del§im nez 16 let [103]. Uinnost anti-HIV bundk CAR-T
by mohla byt zvySena na zdkladé CAR druhé a tfeti generace, které obsahuji dalsi
intracelularni kostimula¢ni domény, konkrétné¢ CD28 a 4-1BB [100].

Chronick4 hepatitida B postihuje vice nez 250 miliont lidi na svété, a zplsobuje
morbiditu a mortalitu, pfedevsim v disledku komplikaci v podobé konec¢ného stadia jaterniho
onemocnéni a hepatocelularniho karcinomu [98]. Virus hepatitidy je necytopaticky z vétsi
Casti, pfiCemz roli pii poskozeni jater a kontrole viru hraje imunitni odpovéd hostitele.
Klinicka stadia chronické hepatitidy B jsou imunitné aktivni, imunitné tolerantni a klinicky
neaktivni, dle aktivity alaninaminotransferdzy v séru pacienta. Pacienti s imunitné aktivni
formou vykazuji zvySenou aktivitu alaninaminotransferdzy a aktivni jaterni nekroinflamaci.
Pacienti s imunitni toleranci ,toleruji“ vysokou uroven virémie virem hepatitidy B bez
zvySeni alaninaminotransferdzy [104]. U pacientl s chronickou hepatitidou B je odpovéd’ T-
bunék proti viru netcinna, protoze je slaba. Proto adoptivni T-bunécné terapie pomoci virus
hepatitidy B specifickych T-buné€k je slibnou lécebnou strategii s cilem eliminovat virus a
navodit funkéni vyléceni. T-lymfocyty jsou upraveny tak, aby exprimovaly chiméricky
antigenni receptor specificky pro virus hepatitidy B (CAR), nebo pfirozeny T-bunécny
receptor (TCR). CAR obsahuje fragment protilatky, ktery mifi proti povrchovym proteinim
viru hepatitidy B pfitomnym na bunkach, vnichz se virus replikuje. Pfirozené TCR
rozpoznavaji peptidy prezentované na HLA-A2 a jejich zapojeni vede k fyziologické aktivaci
T-bunky. Adoptivni pienos funkéné aktivnich specifickych T-lymfocytlh ma za cil eliminovat
infikované hepatocyty, miize zde byt riziko vyvolani vzplanuti hepatitidy, a riziko aktivace
bunek mimo misto a nezddouci uvolnéni cytokinti vedouci k syndromu uvolnovani cytokintl.

To je divodem neustalého zvySovani bezpecnosti adoptivni terapie [105].

Autoimunitni onemocnéni

Systémovy lupus erythematodes je komplexni a heterogenni autoimunitni
onemocnéni, které je charakterizované recidivujicim pribéhem vzplanuti, stfidajicimi se
obdobimi remise a velmi rozmanitymi klinickymi projevy patrnymi na mnoha organech.
Kli¢ovym procesem v patogenezi tohoto onemocnéni je hyperaktivace autoreaktivnich B-
bunék, kterd indukuje plazmatické bunky k produkei velkého mnozstvi autoprotilatek, které
nasledné cirkuluji a vytvafi imunitni komplexy s autoantigeny a komplementem. Tyto

imunitni komplexy se mohou nasledn¢ ukladat v malych cévéach nebo distalnich mistech, kde
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mohou nakonec zplsobit destrukci nebo dysfunkci orgdnt. V systémovém lupusu hraji
ustiedni roli B-buiiky, exprese CD19 se udrzuje na vysoké trovni ve vsech fazich diferenciace
B-bunék. Ptenos autolognich T-lymfocytl exprimujicich anti-CD19 chimérickych antigennich
receptor by mohl slouzit k depleci patogennich B-bun¢k po progresi onemocnéni systémovy
lupus erythematodes [106]. Vazba CAR-T buné€k na CD19 na B-buiikdch vyvolad jejich
aktivaci, coz vede k lyze a eliminaci bunék, které¢ znak CD19 exprimuji. Buiikky CAR-T cilené
na CD19 zaroven vedou k depleci naivnich B-bun¢k a plazmablastii, a tim mohou zastavit
tvorbu autoprotilatek, tvorbu imunitnich komplext a poskozovani organii. Poprvé byla tato
terapie pouzita pro 1écbu onemocnéni systémového lupusu v roce 2021, vysledkem byla
kompletni klinicka i sérologicka remise s ustanim vedlejSich pfiznakli systémového lupusu

[107].

Pemphigus zahrnuje tfi formy: vulgaris, foliaceus a paraneoplasticky pemphigus [28].
Pemphigus vulgaris je autoimunitni onemocnéni, pro které jsou charakteristické puchyte a
eroze, které postihuji kiizi i sliznice [108]. Je iniciovano autoprotilatkami s akumulaci
predevsim IgG v kiizi. Rozpoznavani autoprotilatek autoantigentt vede k tvorbé imunitnich
komplexti, které¢ narusuji integritu kiize, zptisobuji tvorbu puchyit a vedou k dalsi infiltraci
imunitnich bunék. Depozity imunitnich komplexd jsou slozeny z protilatek navézanych na
desmosomalni transmembranové proteiny keratinocyti [109]. Pemphigus vulgaris je
zpusobené tvorbou autoprotilatek proti desmogleinu 3 (Dsg3), desmosomu a kritické soucasti
bunécnych spoji. T-buiikky exprimujici chiméricky receptor pro autoprotilaitky (CAAR)
selektivni pro B-bunky produkujici protilatky. CAAR Dsg3 T-buiikky in vivo selektivné
eliminovaly B-buniky exprimujici anti-Dsg3 BCR [110]. CAAR-T buiiky jsou vysoce cilené
na populaci B-bunék zptsobujicich pemphigus vulgaris, coz je pfistup, ktery by eliminoval
pouze autoantigen specifické B-bunky a zaroven Setfil zbytek B-bunééného repertodru, ¢imz
se vyhyba riziku generalizované imunitni suprese spojené se soucasnou lécbou

autoimunitnich onemocnéni [111].
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ZAVER

Adoptivni bunécnd terapie pfinesla velky potencial do 1écby pokrocilych nadort,
zejména u pacientil s recidivujicimi a metastazujicimi formami. Adoptivni bunécnd terapie
reprezentuje dynamickou oblast vyzkumu a rozvoje v I1éEbé nddorovych onemocnéni.
Soucasny vyzkum proto hleda zlepSeni G¢innosti a zdokonaleni ACT. Do soucasné doby byly
objeveny nasledujici terapie pomoci: tumor infiltrujicich lymfocyti, upravenych receptorti T-
lymfocytti, chimérickych antigennich receptorti, bun¢k aktivovanych lymfokiny a pomoci
zabijecli indukovanych cytokiny. Dalsi terapie, které se vyuzivaji a jsou ve stadiu dalSich
zkousek jsou: infuze déarcovskych lymfocyti, EBC specifické T-lymfocyty, T-lymfocyty
specifické pro nadorové antigeny TAA a transgenni TCR vytvotené T-lymfocyty.
lymfocytt. Piesto s sebou nese fadu nezadoucich Gginkt. Uspéchy této terapie jsou nejlepsi u
diagn6zy maligni melanom. Potencial TIL terapie je vysoky, budouci studie vSak musi vytesit
problémy, jako naptiklad dlouhou kultiva¢ni dobu, ¢i nemoznost ziskat vzorek od vSech typt
nadort. Terapie pomoci CAR T-lymfocytl ¢itd fadu problém, pfesto se vyuziva v terapii
lymfom, resp. nadorovych bunék s expresi CD19. Potencial nové maji i dualni CAR T-
bunky, které plisobi na cilovy antigen, ale i na dalsi cilovou strukturu, ty teprve prochazeji
vyzkumem. TCR terapie ma méné nezadoucich Gcinkt, zdroven neni namifena proti zdravym
bunikdm pacienta.

Piestoze adoptivni buncéénad terapie nabizi nad¢ji na ucinnou lé¢bu nadorovych
onemocnéni, setkdva se s fadou vyzev. Mezi tyto vyzvy patii obtiznost ziskani a expanze
adekvatnich terapeutickych bunck, potencidlni toxicita a fada nezadoucich uc¢inkl terapie.
Dalsi vyzvou jsou naklady spojené s vyzkumem a vyvojem.

Budouci vyzkumy ACT se budou zaméfovat na zdokonaleni technik ziskavani a Gpravy
buné¢k, optimalizaci protokolli 1écby a snizovéani nékladli, aby se adoptivni bunécna terapie

mohla stat Siroce dostupnou a efektivni [é¢ebnou moznosti pro co nejvétsi pocet pacientd.
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