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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