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Imunoterapie je jednou z klicovych forem Ié¢by metastazujiciho melanomu a adjuvant-
ni terapie melanomu. Pro schopnost navozeni dlouhodobé terapeutické odpovédi je
navzdory nizsim lé¢ebnym odpovédim uprednostfiovana oproti cilené terapii BRAF
a MEK inhibitory. Jednim z dlivodl selhani imunoterapie je nedostatecnd stimulace
imunitniho systému nadorové specifickymi antigeny. mRNA vakciny ptinasi nové moz-
nosti pfi efektivnéjsi stimulaci imunitniho systému a navozeni specifické protinddorové
imunitni reakce. Nejzasadnéjsi je studie KEYNOTE-942, kde je porovnavan efekt 20
antigenni mRNA vakciny v kombinaci s pembrolizumabem u kompletné resekova-
ného melanomu stadia Ill/IV. Prvotni vysledky ukazuji slibny efekt jak pfi sledovani
do progrese onemocnéni, tak i pfi hodnoceni preziti do vzniku vzdélenych metastaz.

K ovéreni téchto vysledkd bude vsak nutné vyckat dlouhodobéjsiho sledovani.

Klicova slova: imunoterapie, checkpoint inhibitory, melanom, mRNA vakcina, neo-
antigeny.

mRNA vaccines in the treatment of melanoma

Immunotherapy is the crucial essential treatment of metastatic melanoma and mel-
anoma adjuvant therapy. Despite lower treatment responses, its ability to induce
a long-term therapeutic response is preferred over targeted therapy with BRAF and
MEK inhibitors. One of the reasons for the failure of immunotherapy is insufficient
immune system stimulation by tumour-specific antigens. mRNA vaccines bring new
possibilities for more effective immune system stimulation and induction of a specific
antitumor immune response. The most fundamental is the KEYNOTE-942 study, which
compares the effect of a 20-antigen mRNA vaccine and pembrolizumab in completely
resected stage lll/IV melanoma. The initial results show a promising effect in progres-
sion-free and distant metastatic survival. However, waiting for a longer follow-up to
verify these results will be necessary.

Key words: immunotherapy, checkpoint inhibitors, melanoma, mRNA vaccine, neo-
antigens.

Uvod

Imunoterapie je v soucasné dobé hlavnim
pilitfem adjuvantni Ié¢by melanomu i [é¢by
metastazujiciho melanomu (1). Zkusenosti
s touto lé¢bou poukazuji na relativné dlouho-
dobé terapeutické odpovédi, které jsou viak
zatizeny mensim procentem terapeutickych
odpovédi nez u cilené terapie BRAF a MEK
inhibitory. V sou¢asné dobé je i u imunote-
rapie snaha o navyseni terapeutickych odpo-
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védi a zajisténi efektivni 1é¢by vétsimu poctu
pacientl. V adjuvantnim podani mlze byt
¢aste¢ny pralom napt. studie KEYNOTE-716,
kde byla terapeutickd indikace posunuta do
klinického stadia Il (resp. 1B a lIC). V této studii
bylo ve 2letém sledovani dosazeno pfeziti bez
recidivy (RFS) u 81,2 % pacientu a preziti bez
vzdalenych metastaz dokonce u 88,1% (HR
0,64 vs. placebo) pacientt (2, 3). Tyto nadéjné
vysledky jsou do zna¢né miry podpofeny pou-
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Zitim anti-PD-1 v nizsim (prognosticky lepsim)
stadiu onemocnéni. Podobné nadéjné vysled-
ky jsou i pfi neoadjuvantnim podavani imu-
noterapie, a to napf. pfi kombinaci anti-PD-1
a anti-CTLA-4 (ve studii OpACIN a OpACIN-
neo), kde RFS se pohybuje pfi sledovani 5
let okolo 70% oproti 60 %, pfi podani stejné
|é¢by v adjuvantnim rezimu a celkové preziti
(OS) 90 % pfi neoadjuvantnilé¢bé oproti 70 %
v adjuvanci (4). U metastazujiciho melano-
mu jsou zatim nejlepsi vysledky dosazeny pfi
kombinaci anti-PD-1 a anti-CTLA-4 (nivoluma-
bu a ipilimumabu), kdy ve studii CheckMate
067, bylo v 7,5letém sledovani dosazeno 33 %
pacient( prezivsich bez progrese onemocnéni
(PFS) a 48 % pacientu s celkovym prezitim (OS)
(5, 6). Navzdory témto vysledkiim je zejmé-
na v uvodu terapie pomérné velké procento
pacientd, ktefi na imunoterapii nevykazuji
zadnou nebo jen c¢aste¢nou terapeutickou
odpovéd. Jednou z moznych pfic¢in selhani
imunoterapie je nedostate¢nd stimulace imu-
nitniho systému nadorovymi neoantigeny
nebo i jejich nedostate¢na produkce nado-
rovymi melanocyty. mRNA protinddorové
vakciny mohou predstavovat ucinny ndstroj
pfi stimulaci imunitniho systému a spole¢né
s terapii checkpoint inhibitory miZe byt navo-
zena daleko G¢innéjsi protinddorova imunitni
odpovéd.

mRNA vakcina, princip a cile

Jiz od 80.-90. let se mRNA zacala vyuzi-
vat jako silny mediator genové transkripce.
Umeéld indukce proteinové exprese diky po-
uziti mRNA v bunéénych kulturdch a mysich
modelech byla zahy Siroce pouzita ve vyzku-
mu nador(. BEhem dekady 1990-2000 bylo na
preklinické trovni provedeno nékolik pokusu
o vyvoj protinddorové vakciny zalozené na
mMRNA s vyuzitim indukované exprese zave-
denych nadorovych antigend, jako je karci-
noembryonalni antigen (CEA) a glykoprotein
100 (gp100). Nicméné vakciny na bazi mRNA
nebyly do propuknuti pandemie covidu-19
z velké ¢asti zaclenény do klinické praxe, a to
predevsim kvili nedostatku adekvatnich veé-
deckych a technickych prostiedk k zajisténi
jejich imunogenniho Uc¢inku a stability (7).
Béhem poslednich desetileti se odborné zna-
losti tykajici se vyroby mRNA vakcin postupné
zlepsovaly, coz jim nakonec umoznilo stat se
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milnikem v primarni ochrané proti nedédvné
pandemii SARS-CoV-2. Samotné protinadoro-
vé mRNA vakciny zprostfedkovavaji prezenta-
ci antigenu, protoze jsou inkorporovany den-
dritickymi burikami, které nasledné exprimuji
na svém povrchu nddorové antigeny kédova-
né specifickou mRNA ve vakcing, ¢imZ indu-
kuji aktivaci cytotoxickych CD8+ i pomocnych
CD4+ T-lymfocytl a zaroven zvysuji uvolno-
slibny zplsob doruceni genetické informace
imunitnim bunkam bez zasahu do struktury
jaderné DNA nebo trvalého ovlivnéni expre-
se bunéc¢ného proteinu. Hlavnim dvodem
je, ze mRNA nepronika do jadra bunky, coz
by mohlo vyvolat nepatfi¢né (nebezpecné)
mutace. Kromé toho mUze byt mRNA pienese-
na bez virovych nebo plazmidovych vektord,
je pfirozené rozpusténa hostitelskou burikou
ajeji produkce je méné nakladna ve srovnani
s terapeutiky obdobnou DNA, to umoznuje
jesté bezpecnéjsi podavani a produkci téchto
vakcin ve velkém méfitku (8). Jak jiz bylo zmi-
néno, stabilita téchto vakcin je klicem k ucinné
vakcinaci pomoci mRNA a to pfedevsim diky
kiehké povaze mRNA a rozsahlé pfitomnosti
extraceluldrnich RNaz, které snadno tyto mo-
lekuly degraduji. Vytvoreni robustni mRNA
vakciny Ize dosdhnout zac¢lenénim 5" a 3’ ne-
translatovanych oblasti, které zahrnuji kddujici
oblast, ¢imz se zabrani jeji degradaci. K dalsi
stabilizaci sekvence mRNA se pouziva prekryti
(methylaci) 5" oblasti a pfipojeni poly(A) kon-
ce (sekvence vice adenosinmonofosfatd) k 3’
oblasti (9). Na rozdil od vakcinace v primarni
ochrané pred infek¢nim onemocnénim se
pomoci protinddorovych mRNA vakcin sna-
zime posilit protinddorovou imunitni reakci
(nddorové) specifickou stimulaci pfislusnym
antigenem, ktery je specificky pro dany nador.
Cilové proteiny kddované sekvencemi
mRNA vakcin zkoumané v oblasti onkologie
patii do jedné ze tii hlavnich kategorii (10-12):
i) neoantigeny nebo mutované proteino-
vé casti exprimované vylu¢né naddorem
v dUsledku zmén DNA, alternativniho
sestfihu mRNA nebo posttranskrip¢nich
zmén. Vyznacuji se vysokou a nadorové
specifickou imunogenicitou a mohou byt
spojeny s typem nadoru nebo mohou byt
dokonce personalizovanymi antigeny spe-
cifickymi pro pacienta;
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ii) antigeny asociované s nddorem, které se
mohou nachdazet na normalni tkani, jejichz
exprese se kvantitativné nebo struktu-
ralné odchyluje od normalnich vzorcq,
jako je MAGE-A3 (Cislo rodiny MAGE A3),
NY-ESO-1 (karcinom dlazdicovych bunék
jicnu1), tyrosindza, TPTE (transmembrano-
vé fosfatdza s homologii tenzinu) a gp100;

iii) zanétlivé mediatory, bud chemokiny ex-
traceluldrné vylucované, jako je IL-12 (in-
terleukin-12) a GM-CSF (faktor stimulujici
kolonie granulocytll a makrofaga), nebo
exprimované na buné¢ném povrchu, jako
je TLR4 (toll-like receptor 4).

Izolace vyse uvedenych proteind a sek-
venci mRNA a rozpoznani nejvice imunogen-
nich neoantigen(i a odpovidajicich zmén DNA
umoznilo vytvoreni vhodnych templatt DNA,
které lze pouzit pfi vyrobé ridznych mRNA

vakcin.

Preklinické experimentalni
pouziti

mMRNA vakciny byly pouzity v celé fadé
preklinickych studii, které dokézaly zajimavé
protinddorové a imunogenni vlastnosti v in
vitro i in vivo experimentech. Oberli a jeho
kolegové stabilizovali mRNA vakcinu lipidovy-
mi nanocasticemi fosfore¢nanu vapenatého,
a tim dosahli zlepseného ucinku mRNA vakci-
ny kédujici gp100 a TRP-2 (s tyrozindzou souvi-
sejici protein 2), ktera byla podéna v melano-
movém mysim modelu s imunokompetentni
mysi B16F10. Oc¢kovani vyvolalo vyznamné
zmenseni nadoru a zaroven prodlouzilo pre-
ziti 1é¢enych mysi (13, 14). V roce 2018 Wang
a kolegové popsali ispésnou in vitro transfekci
dendritickych bunék pomoci vakciny obsa-
hujici mRNA kédujici TRP-2 a inhibujici siRNA
(silencing RNA) expresi PD-L1. V mysim mela-
nomovém modelu pak doslo k posileni tvorby
specifickych CD8* T lymfocytl v lymfatickych
uzlindch a zpomaleni rlistu nadord. Nebyl ale
prokéazan synergicky vliv mRNA vakciny proti
TRP-2 v kombinaci s anti-PD-1 monokolonalni
protilatkou (15).

Z dalsich praci Ize zminit experiment
s pouzitim mRNA vakciny opét kédujici
TRP-2 a ovalbumin, protein vaje¢ného bilku,
o kterém se ukdzalo, Ze zvy3uje rozpoznani

neoantigenu predevsim cytotoxickymi CD8*
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Tlymfocyty. Tyto poznatky byly ovéreny v my-
$im modelu s paralelné pouzitym anti-PD-1
inhibitorem, kde kompletni odpovédi dosahlo
40% lécenych mysi. Navic bylo prokazano,
Ze tato ockovaci latka byla schopna navodit
dlouhodobou imunitni odpovéd. Pfi pokusech
u oc¢kovanych mysi indukovat opétovné me-
tastaticky nadorovy rdst, doslo jen k ¢aste¢né
progresi oproti neockovanym mysim (16).

mRNA vakciny v klinickych
studiich

V terapii melanomu se tyto vakciny zaci-
naji objevovat prekvapivé jiz od roku 2006.
mRNA vakciny byly podavény pacientlim s po-
krocilym melanomem v kontextu nékolika
klinickych studii faze I/11. Jiz v roce 2006 byla
intranodalné nebo intradermalné injikovana
22 pacientim s malignim melanomem vak-
cina sestavajici z autolognich dendritickych
bunék derivovanych z monocytd, ex vivo
stimulovanych autologni nddorovou mRNA.
Imunitni reakce specificka pro vakcinu, cha-
rakterizovana expanzi T lymfocytl s produkci
interferonu-y, byla pozorovéna u deviti z 19
pacientd. Intradermalni nebo intranodalni po-
danivyvolalo imunitni odpovédu 70 % (7/10)
au25% (3/12) Ié¢enych pacientl. Pozdéji byly
u deviti respondentt hldseny imunospecifické
CD4*a CD8* T bunécné reakce proti neoanti-
gentim kédovanym vakcina¢ni mRNA (17).

V roce 2009 byla publikovdna studie
s pouzitim pfimého intradermalniho poda-
ni protaminem stabilizované mRNA kodujici
melanomové antigeny (Melan-A, tyrosinaza,
gp100, MAGE-AT, MAGE-A3, Survivin) u 21 pa-
cientll s metastazujicim melanomem. Jednalo
se o prvni studii, kde byly pouzity specific-
ké melanocytarni ¢i melanomové antigeny.
Vakcinace byla dobte tolerovéna a nevyvo-
lavala zddné nezadouci Gcinky stupné 3-4.
U ockovanych pacientt byla vyrazné omezena
cirkulace regula¢nich a myeloidnich supre-
sorovych bunék. Specifickd imunitni reakce
T lymfocytl proti antigentm vakciny byla
zaznamenana u dvou ze ¢ty hodnotitelnych
pacientl a Uplna odpovéd byla pozorovéna
u jednoho ze sedmi pacient (18).

V dal3i pilotni studii byly pouzity den-
dritické buriky elektroporované TriMix mRNA
vakcinou kédujici ligand CD40 (protein bunéc¢-
ného povrchu CD+ T lymfocytl, zprostiedku-
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jici antigen-specifickou reakci), konstitutivné
aktivni toll-like receptor 4 (hematopoeticky
a nehematopoeticky povrchovy antigen
zprostredkujici rozpoznani exogennich a en-
dogennich antigen(l) a CD70 (nddorovy kon-
trolni imunitni antigen). Tyto stimulované
dendritické burky byly transfekovany mRNA
kodujici antigeny asociovanymi s melano-
mem (MAGE-A3, MAGE-C2, tyrosindza nebo
gpl00). Takto pripravené dendritické bunky
byly podavény 35 pacientim s inoperabil-
nim melanom stadia Ill/IV. | kdyz samotna
vakcinace nepfinesla Zadné objektivni odpo-
védi, bylo prokazéano, ze po stimulaci inter-
feronem alfa-2b byly jak v periferni krvi, tak
v biopsiich z metastaz prokazany stimulované
T-lymfocyty. Mezi 14 hodnotitelnymi pacienty
byly zaznamenany dvé Uplné a jedna ¢astecna
objektivni odpovéd'a u ¢ty pacientl bylo do-
sazeno stability onemocnéni (19). Tato pilotni
studie sice nepfinesla zdsadnéjsi zlom v poctu
terapeutickych odpovédi, ale poukézala na
techniky zvladnuti specifické stimulace imu-
nitniho systému externé podanymi nadoro-
vymi neoantigeny a in vitro stimulovanymi
dendritickymi burikami.

Ve snaze rozsifit spektrum neoantige-
nG spojenych s melanomem, které by bylo
mozné aplikovat na mRNA vakciny, bylo po-
rovnano 471 vzorkl melanom s 812 vzorky
normalni kiize. Bylo identifikovano celkem
pét potencidlné moznych nadorovych anti-
genu (PTPRC, SIGLEC10, CARD11, LILRB1,
ADAMDECT). Vy33i exprese téchto péti anti-
genl v melanomu byla spojena s robustnéjsi
nadorovou imunitni infiltraci a zlepsenym
OS pacienta, zatimco nizsi hladiny exprese
a kratsi doba preziti byly spojeny s imuno-
genné ,chladnymi” melanomy (s malym z&-
nétlivym infiltratem). Takové studie pfispivaji
k rozpoznani vysoce imunogennich antige-
n, které by mohly slouzit jako zaklad pro
konstrukci novych mRNA vakcin (20).

Zatim asi nejvétsi studie s pouzitim mRNA
vakciny je KEYNOTE-942 (NCT03897881). Tato
adjuvantni studie probiha ve fazi llb a prv-
ni Udaje ukazuji na povzbudivé vysledky.
V této studii byla pacientdm (157 pacien-
tl) s kompletné chirurgicky odstranénym
melanomem stadia Ill/IV podavéna kombi-
nace personalizované mRNA vakciny kédu-
jici 20 rdznych mutovanych neoantigent

a anti-PD-1 protildtky pembrolizumabu ve
srovnani s [é¢bou pembrolizumabem v mo-
noterapii. Kombinovand lé¢ba byla podana
pacientdm v poméru 2:1 oproti monotera-
pii pembrolizumabem. Vakcina mRNA-4157
byla podavéna intramuskuldrné (maximalné
devét davek) a pembrolizumab intravenézné
(maximalné 18 davek) ve 3tydennich cyklech.
Podle nedavno publikovanych dat se zd3,
Ze pacienti, ktefi dostavaji adjuvantni lé¢bu
pembrolizumabem v kombinaci s vakcinou
MRNA-4157/V940, maji o 44 % nizsi riziko
relapsu onemocnéni nebo Umrti ve srov-
nani s pacienty lécenymi jen monoterapif
pembrolizumabem (mira rizika (HR) = 0,56,
95%; interval spolehlivosti (Cl), 0,31-1,08;
p = 0,0266). Po 18 mésicich sledovani byl
RFS 79% (95% Cl 69,0-85,6) na kombinaci
vakciny a pembrolizumabu, oproti 62 % (95%
Cl 46,9-74,3) na monoterapii pembrolizuma-
bem. Jesté lepsi vysledky byly dosazeny pfi
hodnoceni pfeziti do vzniku vzdalenych me-
tastaz (DMFS). Vintervalu 18 mésicti dosahlo
DMFS 92 % pacientl na kombinaci vakciny
a pembrolizumabu (95% Cl 84,2-95,8) opro-
ti 77 % na monoterapii pembrolizumabem
(95% C1 61,0-86,8). Zavazné nezadouci ucinky
souvisejici s |[é¢bou byly hldseny u 14,4 %
pacientd na kombinaci a u 10 % pacientd na
monoterapii. Pomérné zasadni je i vysledek
sledovani PFS u pacientl s vysokym mutac-
nim zatizenim nadoru (TMB) a bez néj. U paci-
entl s vysokym TMB je obecné imunoterapie
daleko efektivnéjsi. V této studii byla pozo-
rovana obdobna mira rizika (HR) u pacientl
s vysokym mutacnim zatizenim 0,652 (95%;
C10,284-1,494) a 0,586 (95%; Cl 0,243-1,415).
Z dalsich biomarkert mozného selhani imu-
noterapie je exprese PD-L1. Pfi porovnani
efektu kombinované terapie a monoterapie
pembrolizumabem nebyl pozorovan vyraz-
né;jsi rozdil v efektu [é¢by u pacientl s expresi
PD-L1 a bez exprese (21). Tyto dil¢i poznatky
tak dokumentuji pomérné slusnou aktivaci
protinddorové imunitni odpovédi navzdory

nepfiznivym prognostickym faktordm.

Zavér

Dosavadni vysledky studie KEYNOTE-942
se podle mnohych odbornikd daji pfirovnat
k ,objeveni penicilinu” v terapii melanomu.

V roce 2024 se pripravuje faze Ill této studie.
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| kdyz jsou tyto vysledky velice slibné, bude
nutné vyckat hodnoceni na vétsim soubo-
ru pacientd, a predevsim pfi dlouhodobém
sledovani. Dalsi vyznamnym faktorem bude
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