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Cilem imunoterapie je vyuziti imunitnich mechanizmi k eliminaci nebo ke kontrole ristu maligné transformovanych bunék. Jednou
z moznosti imunoterapie je aplikace adoptivniho transferu lymfocytt T, jehoZ podstatou je infuze ex vivo expandovanych tumor speci-
fickych lymfocytd, které rozeznavaji a ni¢i neoplastické burky. Uspésnost adoptivni T bunééné terapie se vyznamné zlepsila pochopenim
zakladnich molekularnich mechanizm interakce imunitniho systému s nadory. Slibnych vysledkt bylo dosazeno zejména u maligniho
melanomu, karcinomu ledviny a lymfatické leukemie. Adoptivni T bunécna terapie se postupné etabluje mezi nadéjné imunoterapeutické
postupy a rozsifuje tak portfolio Ié¢ebnych moznosti, i kdyZ pro svoji metodickou naro¢nost nenasla dosud velké rozsifeni.
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Adoptive T cell therapy in cancer treatment

The aim of currentimmunotherapeutic approaches is to harness the individual’s immune system towards a tumor tissue to eliminate or,
at least, to control proliferation of the neoplastic cells. Among the cancer treatment strategies, the adoptive T cell transfer is progressively
developing method that uses an ex vivo modified and expanded tumor-specific T cells as a tool to target and destroy the neoplastic tumor
cells. The efficacy of the adoptive T cell therapy has significantly improved in recent years due to a better understanding of the molecular
mechanisms that control the interactions of immune system and tumor cells. Promising results have already been achieved within the
clinical trials in malignant melanoma, renal cancer and lymphoid leukemia. The adoptive T cell therapy is therefore gradually finding
its place among the other immunotherapeutic strategies and expands the spectrum of available treatment options in cancer therapy.
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K pokrokdm v oblasti imunoterapie doslo
predevsim diky porozuméni mechanizmu inter-
akci nddorovych bunék s imunitnim systémem.
Uplatnéniimunoterapie jakoZto |é¢ebné strate-
gie vychazi z pfedpokladu, Ze imunitni systém
dokdaze rozeznat a eliminovat nddorové buriky.
Pravé bunécnd terapie pomoci geneticky mo-
difikovanych lymfocytd T pfinesla dikazy (tzv.
proof-of-concept) o tom, Ze tyto bunky jsou
opravdu mocnym (i kdyZ i nebezpecnym) na-
strojem k eliminaci nddorovych bunék. O gene-
ticky modifikovanych lymfocytech T pojednava
jiny ¢lanek v tomto Casopise, zde se zaméfime
na ,klasickou” bunécnou terapii lymfocyty T,
které nejsou geneticky modifikovany a zminime
se i o tzv. nddorovych vakcindch, které aktivné
indukuji tvorbu specifickych protinddorovych T
lymfocytl v organizmu pacienta.

Protinadorové vakciny

Cilem ,vakcinace” je indukce T lymfocytd
reagujicich s nddorovymi antigeny. Tohoto Ucin-
ku Ize dosdhnout nékolika zptsoby, od podanfi
jednoduché peptidové vakciny az po komplexni
bunécné systémy s vyuzitim dendritickych bu-
nék (DC) pulzovanych nddorovou RNA (1), lyzaty
autolognich tumord (2), nebo nadorovymi linie-
mi (3). Prvnim schvélenym prepardtem americ-

kou FDA (Food and Drug Administration) z této
oblasti je Sipuleucel-T (Provenge®) (4). Cilovou
skupinou registracni studie byli pacienti ve sta-
diu kastrat rezistentniho karcinomu prostaty,
kterym byla aplikovéna tato autologni vakcina
pfipravena ex vivo kultivaci monocytl s fuznim
proteinem prostatické kyselé fosfatazy a fakto-
ru stimulujiciho rdst granulocytl a makrofagd
(granulocyte macrophage colony-stimulating
factor, GM-CSF). Vysledkem této studie faze Il
bylo prodlouZeni medidnu celkového preZiti
04,1 mésice (25,8 vs. 21,7 mésice). Vakcinace
je velmi dobfe tolerovand, s mirnymi nezadou-
cimi Ucinky.

Randomizovana studie testovala ucinky
terapeutické vakciny, kterd je selektivné cilena
na patologické B bunky folikuldrniho lymfo-

mu (5). Vakcina u pacientl zlepsuje odpoved

na konvencni chemoterapii a signifikantné
prodluzuje dobu prezivani bez relapsu (dise-
ase-free survival). Dal3f slibny vysledek v oblasti
protinddorovych vakcin pfinesla studie, v niz
kombinace standardni |é¢by a terapeutické
vakeiny (z peptidu gp100) zdvojnésobila léceb-
nou odpovéd a prodlouzila dobu bez progrese
onemocnéni (progression-free survival) o 2,2
mésice u pacientd s metastatickym melanomem
(6). Dalsim pfikladem protinddorovych vakcin,
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které vstoupily do lll. faze klinickych studii, je
poxvirova vakcina cilend na prostaticky specific-
ky antigen (PSA) u pacientl s karcinomem pro-
staty (4) a Cesky piipravek DCVAC/PCa testovany
u pacientl s kastrat rezistentnim karcinomem
prostaty (3).

Adoptivni transfer lymfocytia T
Adoptivni bunécny transfer T lymfocytd
(Adoptive Cell Transfer, ACT) spociva v namno-
Zeni ex vivo efektorovych lymfocytl T a jejich
zpétna aplikace pacientovi, ¢imz se potencu-
je relativné nizkd ucinnost aktivni imunizace
popsané vyse. Zdrojem lymfocytd mize byt
pfimo nadorova tkan (tzv. Tumor Infiltrating
Lymphocytes — TILs) nebo periferni krev ¢i
lymfatické uzliny, zejména po indukéni terapii
protinddorovymi vakcinami (obrézek 1). In vitro
expanze a polyklondlnf aktivace tumor speci-
fickych lymfocytd se nejcastéji provadi pomoci
monoklonalni protilatky anti-CD3, ktera simu-
luje antigennf signal pfes T bunécny receptor
(TCR). Vyhodou manipulace s burikami ex vivo
je fakt, ze umoznuje obejit endogenni regulac¢ni
mechanizmy a vyhnout se moznému supresiv-
nimu vlivu nddorového mikroprostiedi. V ACT
protokolech jsou nej¢astéji generovany vysokeé
pocty (az 10") cytotoxickych T lymfocytd (CTL)
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Obrdzek 1. Schéma moznosti adoptivniho transferu in vitro expandovanych T lymfocytl (upraveno
dle (25)). Pacientovi je podéna protinddorova vakcina, po niz ndsleduje izolace vakcinou indukovanych
lymfocytd. Autologni T lymfocyty izolované z periferni krve (A) nebo ze spadovych lymfatickych uzlin
(B) jsou in vitro aktivovany, namnozeny a podany zpét pacientovi. Pro zvyseni Uc¢innosti |é¢by pacienti
podstupuji lymfodeplecni chemoterapii. T lymfocyty mohou byt ziskany pfimo z nddorové tkané (C).
Uc¢innost TIL transferu mze byt zvy$ena néaslednou infuzi interleukinu 2, ¢imz Ize prodlouZit in vivo
proliferaci a prodlouzit preziti transferovanych bunék.
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nebo TILs bunék. K expanzi bunék se vyuzivaj
vysoké davky IL-2 (interleukin 2), ktera je auto-
krinnim rdstovym faktorem T lymfocytd a jehoz
pfitomnost prodluzuje délku trvani bunécné
odpovedi a zvysuje tak Ucinnost ACT terapie.
Prvni diikazy o Uc¢innosti adoptivni buné¢né
terapie byly publikovany v nékolika klinickych
studifch jiz v devadesatych letech 20. stoletf.
Jednalo se o podani darcovskych lymfocytl
pacientdm s relapsem chronické myeloidni leu-
kemie po alogennf transplantaci kostni dfené,
které vedlo u vétsiny pacientd ke kompletnf
remisi onemocnéni (7). Podobny efekt této
metody byl také zaznamenan v 1é¢bé pacien-
td s EBV-asociovanymi malignitami, s relapsem
leukemie po transplantaci kmenovych bunék
a v nékterych pffpadech v 1é¢bé metastatického
melanomu (shrnuto v 8).

Druhy adoptivni bunécné terapie
Terapie pomoci expandovanych
lymfocytl T periferni krve

Pilotni studie adoptivniho buné¢ného
transferu se snazily charakterizovat fenotypové
a funkenf viastnosti T lymfocytd, které ovliviujf
Uspésnost Iécby. Bylo prokdzano, Ze cytotoxické
CD8+ T lymfocyty (CTL) v kooperaci s CD4+ T
lymfocyty jsou schopny specificky rozpoznat
nadorovy antigen, a mohou tak cilené pUso-
bit na nddorové buriky. Vyznamny pokrok byl
ucinén také diky identifikaci fady naddorovych
antigend exprimovanych na lidskych tumorech.
Experimentain{ prace poukdzaly na vyznamnou
asociaci mezi aviditou T lymfocytd k nadorové-
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mu antigenu in vitro a efektivitou ACT terapie in
vivo. Pii adoptivni terapii cytotoxickymi T burika-
mi jsou lymfocyty senzitizovany danym antige-
nem in vitro nebo in vivo. Proces dale pokracuje
selekci antigen-reaktivnich CTL a jejich expanzi
na terapeuticky vyznamné mnozstvi. Nejlepsich
vysledkd adoptivniho transferu CTL bylo dosa-
zeno v |é¢bé a prevenci virem-asociovanych
malignit, napf. Epstein-Baarové virus-lymfopro-
liferace po alogenni transplantaci kostni dfené
(9,10). CTL byly také Uspésné pouzity v prevenci
komplikaci zpdsobenych infekci cytomegalovi-
rem (CMV). Adoptivni transfer CMV-specifickych
CTL lymfocytd generovanych z bunék darce
transplantatu umoznf obnovit imunitu vaci cy-
tomegaloviru (11) a zabranuje tak posttransplan-
ta¢nim komplikacim.

Vyvoj metodickych postupl zaméfenych
na antigeny, které nejsou virového plvodu,
je komplikovangjsi. Mnohé z téchto antigent
majf nizkou aviditu k TCR, patfi mezi autoanti-
geny pfispivajici k toleranci imunitniho systému
a existuje jen malé mnozstvi CTL specifickych
vUci témto antigendm. Jsou to predevsim stu-
die na metastatickém melanomu, které de-
monstrovaly vzajemny vztah mezi navozenim
antigenné specifické odpovédi a klinickou
Ucinnosti [é¢by (12). Pozitivni efekt ve smyslu
infiltrace transferovanych T bunék do koznf
i nadorové tkané byl pozorovan po podani au-
tolognich CD8+ lymfocytd cilenych na nddoro-
vy antigen MART-1 spolu s nizkou davkou IL-2
(13). Yee a kol. tak pfinesli prvni dlkazy o tom,
7e prenesené CTL se in vivo pfednostné lokali-

zuji do mist s cilovym antigenem v nadorové
i normaln tkani. Tento vysledek potvrdila faze
. klinické studie metastatického melanomu,
kterd detekovala MART-1 reaktivni T lymfocyty
v mistech nadoru.

Terapie pomoci lymfocytt
infiltrujicich nadory (TIL)

Zdrojem bunék jsou v tomto pfipadé lym-
focyty infiltrujici nador (TILs) izolované pfimo
z nddorové tkané, nejcastéji z lymfatickych uz-
lin infiltrovanych nddorovymi burkami. Pred
reinfuzf pacientovi mohou byt TILs in vitro dale
manipulovény a pomnozeny. Potencidl adop-
tivniho transferu TILs byl v minulosti prokdzan
na zvitecich modelech, nicnéné humanni kli-
nické studie, az na vyjimku pfilis Uspésné nebyly
(14). Otazkou byla diskrepance nélezl a nejvice
diskutovanym dlivodem byla kratka doba preZi-
vani transferovanych bunékin vivo. Posun nastal
az po zavedeni lymfodeple¢nich rezim( pred
samotnou aplikaci ACT. Vyznamnych Uspéch(
bylo dosazeno v 1é¢bé pacientll s metastazuiji-
cfm malignim melanomem. Objektivni klinicka
odpovéd byla zaznamenana u vice nez 50%
pacient(, ktefi pred adoptivnim transferem
podstoupili non-myeloablativni chemoterapii
(cyklofosfamidem a fludarabinem) a byla jim
podana vysoké davka IL-2. Tento rezim u paci-
entl navodil prechodnou myelosupresi a krat-
kodobé eliminoval lymfocyty cirkulujici v obéhu.
Nicméné nutnost sou¢asného podani vysokych
davek IL-2 souvisela s fadou nezadoucich tcinkd.
Ty byly odstranény, jestlize se davka IL-2 potfeb-
né pro dlouhodobé preziti TILs in vivo, snizila
na 500-1000 U a byla podédna subkutanne.
Podanfautolognich TILs bylo Uspésné testovano
i u pacientl s rendlnim karcinomem, kde léceb-
nd odpovéd dosahovala az 43% (15). Pfiznivy
lécebny efekt detekovany u pacientd s malignim
melanomem nebo rendlnim karcinomem zfej-
mé souvisi s vyssi imunogenicitou téchto typd
nadorl (16). Vyuziti TILs pro adoptivni transfer
pfindsi nékolik vyhod: burky nepodléhajf zad-
nym genetickym zméndm béhem své expanze
a zaroven si zachovavaji vysoky stupen speci-
fické protinddorové reaktivity (17). Tato metoda
ma vsak i sva technickd omezeni: od kazdého
typu nadoru nelze ziskat vzorek tkané, navic
pouze 30-40 % bioptickych vzorkd poskytuje T
lymfocyty vhodné ke kultivaci (18). Limitujicim
faktorem je také dlouhd kultivacni doba potfeb-
né pro produkci dostate¢ného mnozstvi TILs.
Terapie se tak stava ¢asoveé a financ¢né naroc¢ng,
cozZ |ze povaZovat za hlavni omezenf aplikace
v Sirsi klinické praxi.



Kombinace ACT a nadorovych vakcin

Dalsi moznosti, jak zvysit protinddorovou
imunitni odpoved, je kombinovana terapie ado-
ptivniho transferu T bunék a protinddorovych
vakcin. Tato metoda vyuziva schopnosti vak-
ciny indukovat efektorové antigen specifické T
lymfocyty, které mohou byt posléze izolovany,
ex vivo expandovany a nasledné zpét podany
pacientovi. Na mysich modelech bylo ukézano,
Ze adoptivni T bunécnd terapie zvysuje Ucinek
terapeutickych vakcin (19, 20).

Prvni humannf testy byly provedeny u he-
matologickych malignit, nikoliv viak v indika-
ci protinddorové imunizace, ale rekonstituce
imunity po transplantaci. Pacientdm s mno-
hocetnym myelomem byla podana pneumo-
kokové vakcina Prevenar, a poté jim ve dvou
intervalech (14 nebo 100 dnf) byly odebrény
a exvivo expandovany T lymfocyty. Po ndsledné
transplantaci kmenovych bunék jim byly takto
generované autologni T lymfocyty injikovany
zpét do téla. Pouze u pacientd, kteff obdrzeli ex
vivo- expandované T lymfocyty v kratsim inter-
valu po transplantaci doslo k rekonstituci lym-
focytl. Vystupni data této pilotni studie ukézala,
Ze terapie sestavajici se z vakciny podané pfed
transplantaci a ¢asného adoptivniho transferu
zlepsuje imunodeficitni stav pacienta béhem
jednoho mésice po transplantaci (21).

Dalsim terCem testovani se stal rendln{ karci-
nom. Na zékladé publikovanych poznatkd byla
provedena klinicka studie, ve které byla pacien-
tdm aplikovana vakcina z ozafenych autolognich
nadorovych bunék s bakteridlnim adjuvans (22).
Za nékolik dni byly vakcinou indukované T lym-
focyty pouzity pro adoptivni transfer. Z celkové
34 pacientl s rendlnim karcinomem byly za-
znamenany Ctyfi kompletnf a pét ¢aste¢nych
|é¢ebnych odpovédi (22). Uvedené vysledky
ukazuji na mozny klinicky benefit této strategie.

Moznosti vylepseni ACT

Na Uspésnost adoptivni bunécné terapie
ma vliv fada faktor(. Byl popsan piimy vztah
mezi poctem transferovanych bunék a Uspés-
nosti lé¢by. Dllezity je i fenotyp transferovanych
bunék. Bylo prokazano, ze efektorové pamétové
T lymfocyty (TEM) majf sice zesilenou efektoro-
vou funki, ale jsou nachylné k aktivaci-induko-
vané bunécné smrti (AICD) a po transferu pre-
Zivaji jen kratkodobé (13). Experimentdinf studie
provadéné na animalnich modelech naopak
naznacuji, ze podani centralnich pamétovych
T bunék (TCM) vede k rejekci nadoru a zajisti
dlouhodobou imunitni odpovéd. Detailngjsi
fenotypové analyza expandovanych lymfocy-

td se zaméfuje pfedevsim na znaky spojené
s efektorovymi funkcemi a schopnosti prezivani
lymfocytl v podminkach in vivo. Z publikova-
nych dat vyplyva, Ze Zddana je indukce tzv. early/
intermediate lymfocyt0, které se vyznacuji ko-
-expresi molekul CD27,CD28 a CD62L a naopak
absenci molekuly CD57. Tyto znaky pfedurcuji
k nejvyssi ucinnosti v cytotoxickych funkcich
v0ci nddorovym burikdm (23).

Zaveden(lymfodeple¢nich rezimd predché-
zejicich infuzi expandovanych lymfocytd T vedlo
k vyznamnému prodlouzeni prezivani transfe-
rovanych lymfocytl (24). Poskytlo také prostor
pro rekonstituci protinddorovych efektorovych
bunék. Tento postup byl Uspésny napfiklad pfi
|é¢bé pacientl s malignim melanomem a lym-
fomem, ale predstavuje i moznost 1é¢by dalsich
typd nadord. Dllezitd bude i manipulace mi-
kroprostfedf nddord, aby v ném nedochdzelo
k anergizaci prenesenych lymfocytd, napt. po-
moci anti-PD1 protilatky.

Zaveér
Imunoterapeutické metody si postupné
hledaji své misto v Ié¢bé nadorovych nemoci.
Trendem se stavé individualizovana a vice cilena
imunoterapie. Dosavadni ojedinélé tspéchy ACT
terapie se staly podnétem pro rozvoj tohoto
typu lé¢by, nicméné kromé metodickych ne-
jasnosti zUstava také problémem potencidlni
autoimunitnitoxicita, pokud pouzité T lymfocyty
reaguji s antigeny exprimovanymi i na zdravych
tkani. Do budoucna se d4 pfedpoklddat, Ze zjed-
nodusenim a optimalizaci vyrobnich procest
bude mozné sirsi uplatnéni bunéc¢nych imu-
noterapeutickych strategif v praxi. Perspektivn{
moznostf je pak kombinace standardnich léceb-
nych metod a moderni bunécné imunoterapie.
Tato prdce byla podpofena granty IGA MZCR NT
11559-5, IGA MZCR NT 12402-5 a MZ CR - RVO,
FN v Motole 00064203, GAUK 960214.
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