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Hlavní téma

K pokrokům v oblasti imunoterapie došlo 

především díky porozumění mechanizmu inter-

akcí nádorových buněk s imunitním systémem. 

Uplatnění imunoterapie jakožto léčebné strate-

gie vychází z předpokladu, že imunitní systém 

dokáže rozeznat a eliminovat nádorové buňky. 

Právě buněčná terapie pomocí geneticky mo-

difikovaných lymfocytů T přinesla důkazy (tzv. 

proof-of-concept) o tom, že tyto buňky jsou 

opravdu mocným (i když i nebezpečným) ná-

strojem k eliminaci nádorových buněk. O gene-

ticky modifikovaných lymfocytech T pojednává 

jiný článek v tomto časopise, zde se zaměříme 

na „klasickou“ buněčnou terapii lymfocyty T, 

které nejsou geneticky modifikovány a zmíníme 

se i o tzv. nádorových vakcínách, které aktivně 

indukují tvorbu specifických protinádorových T 

lymfocytů v organizmu pacienta.

Protinádorové vakcíny
Cílem „vakcinace“ je indukce T lymfocytů 

reagujících s nádorovými antigeny. Tohoto účin-

ku lze dosáhnout několika způsoby, od podání 

jednoduché peptidové vakcíny až po komplexní 

buněčné systémy s využitím dendritických bu-

něk (DC) pulzovaných nádorovou RNA (1), lyzáty 

autologních tumorů (2), nebo nádorovými linie-

mi (3). Prvním schváleným preparátem americ-

kou FDA (Food and Drug Administration) z této 

oblasti je Sipuleucel-T (Provenge®) (4). Cílovou 

skupinou registrační studie byli pacienti ve sta-

diu kastrát rezistentního karcinomu prostaty, 

kterým byla aplikována tato autologní vakcína 

připravená ex vivo kultivací monocytů s fúzním 

proteinem prostatické kyselé fosfatázy a fakto-

ru stimulujícího růst granulocytů a makrofágů 

(granulocyte macrophage colony-stimulating 

factor, GM-CSF). Výsledkem této studie fáze III 

bylo prodloužení mediánu celkového přežití 

o 4,1 měsíce (25,8 vs. 21,7 měsíce). Vakcinace 

je velmi dobře tolerovaná, s mírnými nežádou-

cími účinky.

Randomizovaná studie testovala účinky 

terapeutické vakcíny, která je selektivně cílená 

na patologické B buňky folikulárního lymfo-

mu (5). Vakcína u pacientů zlepšuje odpověď 

na konvenční chemoterapii a signifikantně 

prodlužuje dobu přežívání bez relapsu (dise-

ase-free survival). Další slibný výsledek v oblasti 

protinádorových vakcín přinesla studie, v níž 

kombinace standardní léčby a terapeutické 

vakcíny (z peptidu gp100) zdvojnásobila léčeb-

nou odpověď a prodloužila dobu bez progrese 

onemocnění (progression-free survival) o 2,2 

měsíce u pacientů s metastatickým melanomem 

(6). Dalším příkladem protinádorových vakcín, 

které vstoupily do III. fáze klinických studií, je 

poxvirová vakcína cílená na prostatický specific-

ký antigen (PSA) u pacientů s karcinomem pro-

staty (4) a český přípravek DCVAC/PCa testovaný 

u pacientů s kastrát rezistentním karcinomem 

prostaty (3).

Adoptivní transfer lymfocytů T
Adoptivní buněčný transfer T lymfocytů 

(Adoptive Cell Transfer, ACT) spočívá v namno-

žení ex vivo efektorových lymfocytů T a jejich 

zpětná aplikace pacientovi, čímž se potencu-

je relativně nízká účinnost aktivní imunizace 

popsané výše. Zdrojem lymfocytů může být 

přímo nádorová tkáň (tzv. Tumor Infiltrating 

Lymphocytes – TILs) nebo periferní krev či 

lymfatické uzliny, zejména po indukční terapii 

protinádorovými vakcínami (obrázek 1). In vitro 

expanze a polyklonální aktivace tumor speci-

fických lymfocytů se nejčastěji provádí pomocí 

monoklonální protilátky anti-CD3, která simu-

luje antigenní signál přes T buněčný receptor 

(TCR). Výhodou manipulace s buňkami ex vivo 

je fakt, že umožňuje obejít endogenní regulační 

mechanizmy a vyhnout se možnému supresiv-

nímu vlivu nádorového mikroprostředí. V ACT 

protokolech jsou nejčastěji generovány vysoké 

počty (až 1 011) cytotoxických T lymfocytů (CTL) 
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nebo TILs buněk. K expanzi buněk se využívají 

vysoké dávky IL-2 (interleukin 2), která je auto-

krinním růstovým faktorem T lymfocytů a jehož 

přítomnost prodlužuje délku trvání buněčné 

odpovědi a zvyšuje tak účinnost ACT terapie. 

První důkazy o účinnosti adoptivní buněčné 

terapie byly publikovány v několika klinických 

studiích již v devadesátých letech 20. století. 

Jednalo se o podání dárcovských lymfocytů 

pacientům s relapsem chronické myeloidní leu-

kemie po alogenní transplantaci kostní dřeně, 

které vedlo u většiny pacientů ke kompletní 

remisi onemocnění (7). Podobný efekt této 

metody byl také zaznamenán v léčbě pacien-

tů s EBV-asociovanými malignitami, s relapsem 

leukemie po transplantaci kmenových buněk 

a v některých případech v léčbě metastatického 

melanomu (shrnuto v 8).

Druhy adoptivní buněčné terapie
Terapie pomocí expandovaných 
lymfocytů T periferní krve

Pilotní studie adoptivního buněčného 

transferu se snažily charakterizovat fenotypové 

a funkční vlastnosti T lymfocytů, které ovlivňují 

úspěšnost léčby. Bylo prokázáno, že cytotoxické 

CD8+ T lymfocyty (CTL) v kooperaci s CD4+ T 

lymfocyty jsou schopny specificky rozpoznat 

nádorový antigen, a mohou tak cíleně půso-

bit na nádorové buňky. Významný pokrok byl 

učiněn také díky identifikaci řady nádorových 

antigenů exprimovaných na lidských tumorech. 

Experimentální práce poukázaly na významnou 

asociaci mezi aviditou T lymfocytů k nádorové-

mu antigenu in vitro a efektivitou ACT terapie in 

vivo. Při adoptivní terapii cytotoxickými T buňka-

mi jsou lymfocyty senzitizovány daným antige-

nem in vitro nebo in vivo. Proces dále pokračuje 

selekcí antigen-reaktivních CTL a jejich expanzí 

na terapeuticky významné množství. Nejlepších 

výsledků adoptivního transferu CTL bylo dosa-

ženo v léčbě a prevenci virem-asociovaných 

malignit, např. Epstein-Baarové virus-lymfopro-

liferace po alogenní transplantaci kostní dřeně 

(9, 10). CTL byly také úspěšně použity v prevenci 

komplikací způsobených infekcí cytomegalovi-

rem (CMV). Adoptivní transfer CMV-specifických 

CTL lymfocytů generovaných z buněk dárce 

transplantátu umožní obnovit imunitu vůči cy-

tomegaloviru (11) a zabraňuje tak posttransplan-

tačním komplikacím.

Vývoj metodických postupů zaměřených 

na antigeny, které nejsou virového původu, 

je komplikovanější. Mnohé z těchto antigenů 

mají nízkou aviditu k TCR, patří mezi autoanti-

geny přispívající k toleranci imunitního systému 

a existuje jen malé množství CTL specifických 

vůči těmto antigenům. Jsou to především stu-

die na metastatickém melanomu, které de-

monstrovaly vzájemný vztah mezi navozením 

antigenně specifické odpovědi a klinickou 

účinností léčby (12). Pozitivní efekt ve smyslu 

infiltrace transferovaných T buněk do kožní 

i nádorové tkáně byl pozorován po podání au-

tologních CD8+ lymfocytů cílených na nádoro-

vý antigen MART-1 spolu s nízkou dávkou IL-2 

(13). Yee a kol. tak přinesli první důkazy o tom, 

že přenesené CTL se in vivo přednostně lokali-

zují do míst s cílovým antigenem v nádorové 

i normální tkáni. Tento výsledek potvrdila fáze 

I. klinické studie metastatického melanomu, 

která detekovala MART-1 reaktivní T lymfocyty 

v místech nádoru.

Terapie pomocí lymfocytů 
infi ltrujících nádory (TIL)

Zdrojem buněk jsou v tomto případě lym-

focyty infiltrující nádor (TILs) izolované přímo 

z nádorové tkáně, nejčastěji z lymfatických uz-

lin infiltrovaných nádorovými buňkami. Před 

reinfuzí pacientovi mohou být TILs in vitro dále 

manipulovány a pomnoženy. Potenciál adop-

tivního transferu TILs byl v minulosti prokázán 

na zvířecích modelech, nicméně humánní kli-

nické studie, až na výjimku příliš úspěšné nebyly 

(14). Otázkou byla diskrepance nálezů a nejvíce 

diskutovaným důvodem byla krátká doba přeží-

vání transferovaných buněk in vivo. Posun nastal 

až po zavedení lymfodeplečních režimů před 

samotnou aplikací ACT. Významných úspěchů 

bylo dosaženo v léčbě pacientů s metastazují-

cím maligním melanomem. Objektivní klinická 

odpověď byla zaznamenána u více než 50 % 

pacientů, kteří před adoptivním transferem 

podstoupili non-myeloablativní chemoterapii 

(cyklofosfamidem a fludarabinem) a byla jim 

podána vysoká dávka IL-2. Tento režim u paci-

entů navodil přechodnou myelosupresi a krát-

kodobě eliminoval lymfocyty cirkulující v oběhu. 

Nicméně nutnost současného podání vysokých 

dávek IL-2 souvisela s řadou nežádoucích účinků. 

Ty byly odstraněny, jestliže se dávka IL-2 potřeb-

ná pro dlouhodobé přežití TILs in vivo, snížila 

na 500–1 000 IU a byla podána subkutánně. 

Podání autologních TILs bylo úspěšně testováno 

i u pacientů s renálním karcinomem, kde léčeb-

ná odpověď dosahovala až 43 % (15). Příznivý 

léčebný efekt detekovaný u pacientů s maligním 

melanomem nebo renálním karcinomem zřej-

mě souvisí s vyšší imunogenicitou těchto typů 

nádorů (16). Využití TILs pro adoptivní transfer 

přináší několik výhod: buňky nepodléhají žád-

ným genetickým změnám během své expanze 

a zároveň si zachovávají vysoký stupeň speci-

fické protinádorové reaktivity (17). Tato metoda 

má však i svá technická omezení: od každého 

typu nádoru nelze získat vzorek tkáně, navíc 

pouze 30–40 % bioptických vzorků poskytuje T 

lymfocyty vhodné ke kultivaci (18). Limitujícím 

faktorem je také dlouhá kultivační doba potřeb-

ná pro produkci dostatečného množství TILs. 

Terapie se tak stává časově a finančně náročná, 

což lze považovat za hlavní omezení aplikace 

v širší klinické praxi.

Obrázek 1. Schéma možností adoptivního transferu in vitro expandovaných T lymfocytů (upraveno 

dle (25)). Pacientovi je podána protinádorová vakcína, po níž následuje izolace vakcínou indukovaných 

lymfocytů. Autologní T lymfocyty izolované z periferní krve (A) nebo ze spádových lymfatických uzlin 

(B) jsou in vitro aktivovány, namnoženy a podány zpět pacientovi. Pro zvýšení účinnosti léčby pacienti 

podstupují lymfodepleční chemoterapii. T lymfocyty mohou být získány přímo z nádorové tkáně (C). 

Účinnost TIL transferu může být zvýšena následnou infuzí interleukinu 2, čímž lze prodloužit in vivo 

proliferaci a prodloužit přežití transferovaných buněk.

PBMC, mononukleární buňky periferní krve; HSC, hematopoetická kmenová buňka
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Kombinace ACT a nádorových vakcín
Další možností, jak zvýšit protinádorovou 

imunitní odpověď, je kombinovaná terapie ado-

ptivního transferu T buněk a protinádorových 

vakcín. Tato metoda využívá schopnosti vak-

cíny indukovat efektorové antigen specifické T 

lymfocyty, které mohou být posléze izolovány, 

ex vivo expandovány a následně zpět podány 

pacientovi. Na myších modelech bylo ukázáno, 

že adoptivní T buněčná terapie zvyšuje účinek 

terapeutických vakcín (19, 20).

První humánní testy byly provedeny u he-

matologických malignit, nikoliv však v indika-

ci protinádorové imunizace, ale rekonstituce 

imunity po transplantaci. Pacientům s mno-

hočetným myelomem byla podána pneumo-

koková vakcína Prevenar, a poté jim ve dvou 

intervalech (14 nebo 100 dní) byly odebrány 

a ex vivo expandovány T lymfocyty. Po následné 

transplantaci kmenových buněk jim byly takto 

generované autologní T lymfocyty injikovány 

zpět do těla. Pouze u pacientů, kteří obdrželi ex 

vivo- expandované T lymfocyty v kratším inter-

valu po transplantaci došlo k rekonstituci lym-

focytů. Výstupní data této pilotní studie ukázala, 

že terapie sestávající se z vakcíny podané před 

transplantací a časného adoptivního transferu 

zlepšuje imunodeficitní stav pacienta během 

jednoho měsíce po transplantaci (21).

Dalším terčem testování se stal renální karci-

nom. Na základě publikovaných poznatků byla 

provedena klinická studie, ve které byla pacien-

tům aplikována vakcína z ozářených autologních 

nádorových buněk s bakteriálním adjuvans (22). 

Za několik dní byly vakcínou indukované T lym-

focyty použity pro adoptivní transfer. Z celkově 

34 pacientů s renálním karcinomem byly za-

znamenány čtyři kompletní a pět částečných 

léčebných odpovědí (22). Uvedené výsledky 

ukazují na možný klinický benefit této strategie.

Možnosti vylepšení ACT
Na úspěšnost adoptivní buněčné terapie 

má vliv řada faktorů. Byl popsán přímý vztah 

mezi počtem transferovaných buněk a úspěš-

ností léčby. Důležitý je i fenotyp transferovaných 

buněk. Bylo prokázáno, že efektorové paměťové 

T lymfocyty (TEM) mají sice zesílenou efektoro-

vou funkci, ale jsou náchylné k aktivací-induko-

vané buněčné smrti (AICD) a po transferu pře-

žívají jen krátkodobě (13). Experimentální studie 

prováděné na animálních modelech naopak 

naznačují, že podání centrálních paměťových 

T buněk (TCM) vede k rejekci nádoru a zajistí 

dlouhodobou imunitní odpověď. Detailnější 

fenotypová analýza expandovaných lymfocy-

tů se zaměřuje především na znaky spojené 

s efektorovými funkcemi a schopností přežívání 

lymfocytů v podmínkách in vivo. Z publikova-

ných dat vyplývá, že žádaná je indukce tzv. early/

intermediate lymfocytů, které se vyznačují ko-

-expresí molekul CD27, CD28 a CD62L a naopak 

absencí molekuly CD57. Tyto znaky předurčují 

k nejvyšší účinnosti v cytotoxických funkcích 

vůči nádorovým buňkám (23).

Zavedení lymfodeplečních režimů předchá-

zejících infuzi expandovaných lymfocytů T vedlo 

k významnému prodloužení přežívání transfe-

rovaných lymfocytů (24). Poskytlo také prostor 

pro rekonstituci protinádorových efektorových 

buněk. Tento postup byl úspěšný například při 

léčbě pacientů s maligním melanomem a lym-

fomem, ale představuje i možnost léčby dalších 

typů nádorů. Důležitá bude i manipulace mi-

kroprostředí nádorů, aby v něm nedocházelo 

k anergizaci přenesených lymfocytů, např. po-

mocí anti-PD1 protilátky.

Závěr
Imunoterapeutické metody si postupně 

hledají své místo v léčbě nádorových nemocí. 

Trendem se stává individualizovaná a více cílená 

imunoterapie. Dosavadní ojedinělé úspěchy ACT 

terapie se staly podnětem pro rozvoj tohoto 

typu léčby, nicméně kromě metodických ne-

jasností zůstává také problémem potenciální 

autoimunitní toxicita, pokud použité T lymfocyty 

reagují s antigeny exprimovanými i na zdravých 

tkání. Do budoucna se dá předpokládat, že zjed-

nodušením a optimalizací výrobních procesů 

bude možné širší uplatnění buněčných imu-

noterapeutických strategií v praxi. Perspektivní 

možností je pak kombinace standardních léčeb-

ných metod a moderní buněčné imunoterapie.

Tato práce byla podpořena granty IGA MZČR NT 

11559-5, IGA MZČR NT 12402-5 a MZ ČR – RVO, 

FN v Motole 00064203, GAUK 960214. 
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