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Zijici na kuzi zdravébo clovéka

Acinetobacter, Aerococcus
bacily, klostridie, korynebakterie
Micrococcus, Peptostreptococcus
Propionibacterium

stafylokoky, streptokoky

Geny pro Vektory Pivod
glukozofosfatovou Escherichia coli dvoudé€lozné rostliny
izomerazu lokanka lepa

(Clarkia unguiculata)
Fe superoxidovou Entamoeba bistolytica prokaryota

houby: Candida, Malassezia dismutazu
aldolazu kvasinky Escherichia coli
bunéénou sténu navic krytou dali nepro- | cYtochromc husenicek Thaltv houby
stupnou vnéjsi membrinou? . (Arabidopsis thaliana)

Ve skutec¢nosti volni DNA prfichizi ote- ng.lanaju _ Rumom;coccus hl(()uby
vienymi dvefmi. Na povrchu bakterii byly | tioredoxin rostiny proxaryota
objeveny desitky receptorti, které mimo- glyceraldehydovou Escherichia coli eukaryota

: dehydrogenazu sinice (Anabaena)

bunéc¢nou DNA zachycuji a vaZzou. Bakteridl-
ni obaly jsou navic opatfeny zvlastnimi pory,
kterymi DNA aktivné prechazi na vnitini
membranu, kde uz je soustfedéna specialni
masinerie zajistujici prenos genetické infor-
mace, kterd da pokyn k rozvinuti dvousrou-
bovice pronikajici DNA. Jedno vlikno DNA
je bezprostiedné zni¢eno enzymem nuklea-
zou, druhé prechizi do cytoplazmy a hned
se zacClenuje do chromozomu. Nékteré dru-
hy bakterii jsou schopny integrovat radové
jenom tisicinu transportované DNA, jiné az
desitky procent. Snadnéji se rekombinuji
geny podobné s geny piijemce. Integruji se
vsak i geny ze zcela nepribuznych genomu.
Nékteré bakterie (napf. puvodce kapavky)
mohou pfijimat cizi DNA trvale, jiné to do-
vedou jen v urcitém obdobi svého Zivota.

Jak bakterie ziskavaji rezistenci
k antibiotikiim

Gramnegativni bakterie se brani vstupu
antibiotik do bunky do velké miry svou
pfirozenou vybavou, nepropustnou vnéjsi
membranou. Jiné ziskaji odolnost genetic-
kou cestou — bud mutacemi, nebo hori-
zontalnim prenosem genu rezistence od
bakterii, které uz odolnost k antibiotikiim
ziskaly. Pfi reakci bakterii na setkani s anti-
biotikem se také zvySuje frekvence mutaci
nebo se po¢nou uvolilovat plazmidy nesouci
geny pro rezistenci k antibiotikiim, pfipadné
dalsi mobilni genetické elementy jako jsou
integrony.

Bakterie vyuzivaji rizné mechanismy re-
zistence. Napf. dokazou zamezit navazani
antibiotik na bakterialni buriku (tak se dnes
brani az 60 % zlatych stafylokoku antibiotiku
methicilinu), nebo je enzymaticky rozloZi
(tak vyrazuji ze hry peniciliny bakteridlni
p-laktamazy), anebo mohou zpatky vycer-
pat antibiotika, ktera uz do buné€k pronikla
(to délaji rezistentni pseudomonady).

Sit informace

Geny pro mnoZzeni, prepis a preklad gene-
tické informace se ve srovnani s geny rezis-
tence $ifi horizontilnim prenosem daleko
pomaleji. V prirodé dochazi k prenosu genti
také mezi taxonomicky velmi vzdalenymi
druhy. Vytvareji se velmi komplikované
funk<ni sité, po nichz probiha mnohasmér-
ny tok genetické informace. Priklady preno-
st celych chromozomalnich sekvenci pro
geny regulujici nékteré metabolické reakce
jsou uvedeny v tab. 3.

Mnoho takovych vymén se odehriava
pfimo pod nasima nohama, v pudé. Pada
neni jen neziva hmota, je to slozity super-
organismus, komplexni biocenéza, v niZ se
prevtéluji mrtva téla rostlin a zivocichu do
jinych zivych forem. Plocha pastviny, ktera
uzivi jednoho koné€, skryva v podzemi tolik
Zivych organismu, ze by vyvazili 8 koni.
Polovinu z tohoto mnozstvi tvofi mikroorga-
nismy, zejména bakterie. Jediny gram pudy

Protinadoroveé vakciny

Il. Terapeutické vakciny

Vladimir Vonka

V predchozi ¢asti prehledu o protinadorovych vakcinach jsme se vénovali vak-
cinam profylaktickym. Ukazali jsme, Ze takové preparaty jsou zaméfeny aspon
prozatim vyhradné€ proti nadortiim vyvolanym viry. Podobaji se klasickym ocko-
vacim latkam. Jejich cilem je zabranit infekci, ktera by mohla vyvolat zhoubné
bujeni. Pres 80 % nadort je vSak nevirového ptivodu a pfi jejich pripadné imuno-
terapii se musime spolehnout na vakciny terapeutické.

Jak bylo feceno v prvni ¢asti (Ziva 2006,
2: 53-54), vétSina nadort — a mozna, ze
vsechny — obsahuje antigeny, které je odli-
$uji od normalnich tkani. Mnoho stoupenct
ma hypotéza, ze nadory za pfirozenych pod-
minek vznikaji proto, Ze organismus neni
s to imunologicky rozpoznat nové antigeny
nadorové bunky. I kdyz tomu tak nékdy
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urcité byva, tuto koncepci je obtiZzné zevse-
obecnit. Protinadorové terapeutické vakciny
maji za cil aktivovat imunitni systém nemoc-
ného tak, aby nadorové antigeny rozpoznal,
bunky, které je nesou, rozrusil a dlouho-
dobé udrzel obranyschopnost organismu.

V poslednich letech tyto snahy nabyly na
intenzité a ruzné typy protinadorovych
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jich obsahuje na 10°. Je prekvapujici, jak
jsou druhové pestré. Britsti molekularni ge-
netici T. P. Curtis a W. T. Sloan z univerzity
v Newcastlu odvodili z databazi bakterialni
RNA, Ze v jediném gramu pudy Zije na 7 000
druht bakterii, zatimco ve stejném mnoz-
stvi mofské vody jen 160.

Jedny z nejvyznamnéjsich pudnich mikro-
organismil jsou bakterie rodu Rbizobium
bioze s rostlinami. Jejich obfi plazmidy nesou
kompletni genetickou informaci, ktera rhi-
zobiim nejen umozni invazi do korenovych
bun¢k, ale obsahuje také pokyny pro pre-
ménu téchto bunék na vyrobni haly, v nichZ
pak tito bakterialni symbionti vyrabéji ze
vzdusného dusiku amonné ionty.

Mnozstvi vektoru genetické informace
v prirodé je neuvéritelné. V jediné kapce
vody existuji miliony nosicti genti. Napft.
geny pro fotosyntézu morskych bakterii
jsou vneseny fagy. Fagy jsou na na$i Zemi
nejpocetnéjsi. Odhaduje se, Ze existuje 103°
fagovych partikuli, které kazdou vtefinu infi-
kuji 10% bakterialnich bun¢k. DNA je v bio-
sfére vSudypritomna, at uz volna nebo jako
soucast zivych organismi, a vytvaii obrfi
web — svétovou pavucinu, po niz se prena-
$i geneticka informace.

Venovdano nasemu uciteli Prof Ctiradu
Jobhnouvi.

vakcin byly jiz testovany ve stovkach klinic-
kych studii. Navzdory skvélym uspéchim
s experimentalnimi vakcinami v dobfe defi-
novanych zvifecich modelech a pfes po-
vzbudivé vysledky rady klinickych studii se
v humanni mediciné dosud nenaplnila oce-
kavani spojovana s terapeutickymi proti-
nadorovymi vakcinami. Problémy, s nimiz
se imunoterapie lidskych nadort potyka,
vyplyvaji do znacné miry z biologie nadoro-
vé bunky a z vlastnosti bunécnych popula-
ci, kterymi je nador tvoren. Na rozdil od
mnoha experimentilnich zvifecich nadora,
jejichz bunécné populace jsou viceméné
homogenni, je slozeni prirozenych nadort
silné heterogenni. Navic se bunéc¢na sklad-
ba niddoru méni s jeho ristem a rovn€z
v dusledku terapeutickych zisaha. Neho-
mogennost se tyka i pfitomnosti nadoro-
vych antigenti a jejich mnozstvi. Aby mohl
i méné zasvéceny Ctenai pochopit soucas-
né tézkosti tykajici se terapeutickych proti-
nadorovych vakcin a orientovat se ve stra-
tegiich pouzivanych k jejich konstrukci,
musime se zminit o nékterych poznatcich
novodobé nadorové imunologie, které maji
bezprostfedni vztah k diskutované proble-
matice.
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Obr. 1 Zpracovdni antigenii endogenniho a exo-
genniho pivodu v busice. A — antigen, P —
proteazom, ER — endoplazmatické retikeulum,
R — receptor, E — endozom, C — uvolnéné
cytokiny, které stimuluji cytotoxické lymfocyty
T CD8+, CD4+ — pomocné lymfocyty T, B7 —
kostimulaéni molekula, CD 28 — povrchovd
molekula lymfocytii T, kterd zprostiedkovdvd
vazbu s molekulami rodiny B7 (zjednoduseno,
blize v textu)

Problémy s vyvolanim
protinadorové imunity

Pfi vzniku specifické imunitni reaktivity,
vcetn€ té zamerené proti nadortim, hraji kli-
¢ovou roli lymfocyty T. Délime je do dvou
hlavnich tfid, které spojuje pritomnost
povrchového antigenu CD3. Buiiky T prvni
tridy funguji jako pomocné (helper, proto
Th), vzhledem k pfitomnosti povrchového
antigenu CD4 se téZ oznacuji jako CD4+. Do
zna¢né miry podminuji vykonnost jinych
slozek imunitniho systému. Druhé tfidé
lymfocytti T patii uloha destruktivni. Na
bunky infikované viry nebo jinak antigenné
pozménéné (napf. pritomnosti nadorového
antigenu) pusobi toxicky (cytotoxicity, Tc).
Vzhledem k pfitomnosti povrchového anti-
genu CD8 se oznacuji také jako CD8+.

Aby byly bunky T aktivovany, musi jim
byt nabidnut antigen ve formé kratkych
peptida ve spojeni se specializovanymi mo-
lekulami nazyvanymi hlavni histokompa-
tibilni komplex (Major Histocompatibility
Complex, MHC). Jsou vysoce ruznorodé
(polymorfni), coz se projevi tim, Ze mole-
kuly MHC rozdilnych jedinct vazou ruzné
peptidy z degradovanych antigent (viz
dale). Rozeznavame MHC L. a II. tfidy, které
se 1isi jak svym usporadanim, tak svou funk-
ci. MHC 1. tfidy prezentuji antigeny endo-
genniho puvodu (napft. virové ¢i nadorové)
ve formé peptidu o délce 8-10 aminokyse-
lin. Ty reaguji s lymfocyty T CD8+, které
nesou receptor komplementarni k prezen-
tovanému antigenu. Molekuly MHC II. tfidy
nabizeji imunitnimu systému antigeny jako
peptidy o n€co delsi, tvori je 11-15 amino-
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kyselin. Reaguji s odpovidajicimi receptory
lymfocytt T CD4+.

Popsané interakce samy o sobé¢ k aktivaci
lymfocyta T nestaci. K ni je zapotfebi ucasti
dalsiho hrace, tzv. kostimulac¢nich molekul,
které skytaji potfebny druhy signal. Nejzna-
mé&jsimi z nich jsou molekuly B7.1 a B7.2.
Spojuji se s povrchovou molekulou lymfo-
cyti T oznacenou jako CD28 (obr. 1). Roz-
hodujici vyznam pro vznik imunitni odpo-
védi maji tzv. bunky prezentujici antigen
(Antigen Presenting Cells — APC). Nej-
které se po kontaktu s antigenem a jeho
zpracovanim méni, dozravaji a vcestuji do
lymfatickych uzlin (obr. 2). Tam pak dochazi
k aktivaci lymfocyt T a k jejich pomnoZeni.
Aktivované lymfocyty posléze vycestuji do
krevniho a lymfatického obéhu.

Buniky nadort jsou Spatnymi APC. Jednim
z divodud, pro¢ imunitni systém nerozpozna
nadorové antigeny, je nepritomnost kostimu-
lacnich molekul (az na vyjimky). Dalsi pre-
kazkou muze byt u nékterych nadora pro-
dukce latek (napf. mucinu), které brani
kontaktu s lymfocyty T. Kromé toho maji
nadorové bunky na svych povrsich snizené
mnozstvi molekul MHC I. tfidy. Dusledkem
nedokonalych interakci, hlavné vsak chybéni
druhého signalu, je stav funk¢niho selhani
(anergie) lymfocytt T, které hraji rozhoduji-
ci roli pri ni¢eni nadorovych bunék (obr. 3).
Schopnost organismu reagovat s nadorovy-
mi antigeny je tak sniZena. V této souvislosti
se hovori o imunologické toleranci.

Obecné€ se prijima, Ze pro vyvoj protina-
dorové imunity nestaci tradi¢ni vySe popsa-
ny dvousignalovy model. Tretim signalem,
o némz se predpoklada, Ze je nezbytny pro
prekonani imunologické tolerance, je ,po-
plasny signal“, ktery pfesméruje T bunky
do mista, kde se mnozi nadorové buriky,
a vyvola zanét. Takové signaly vysila napt.
virova i parazitirni infekce nebo razné
komponenty bakterii, ale i dvousroubovico-
va RNA ¢i urcité sekvence DNA, at jiz bakte-
rialniho puvodu nebo pfipravené syntetic-
ky. Nasledkem zan€tu je rozruSeni casti
nadorovych bunék provazené uvolnénim
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Obr. 2 Pro protinddorovon imunitu jsou rozho-
dujici lymfocyty T CD8+. Po kontaktu s anti-
genem se buiiky prezentujici antigen — APC
(Antigen Presenting Cells) aktivuji a vcestuji do
lymfatickych uzlin. V nich dochdzi k aktivaci
CD4+ i CD8+ bunék. Aktivované CD4+ buiiky
napomdhaji dozrdni APC a expanzi bunék
CD8+. DB-P — prekurzorovd dendritickd
buiika (DB), DB—I — intermedidlni (prechod-
nd) DB pfipravend k poblceni a zpracovini an-
tigenu, DB-Z — zrald dendritickd buiika, NB
— nddorové buriky, NA — nddorovy antigen,
LT — lymfoidni thdn (pozn.: velikosti jednotli-

vych titvarii neodpovidaji skutecnym pomériim)

nadorovych antigend. Bunéc¢né fragmenty
jsou pak pohlceny APC. Rozvoji imunitniho
procesu napomahaji cytokiny (molekuly pre-
nasejici signaly mezi bunkami), které se pfi
popsanych pochodech uvolni.

I kdyz se vSak imunita proti nadorovym
antigenum vytvori, nemusi se uplatnit. Jiz
zminéna nizka koncentrace molekul MHC
I na povrchu nadorovych bunék je ¢ini malo
viditelnymi pro vykonné slozky imunitniho
systému, jimiz jsou hlavné cytotoxické lym-
focyty T CD8+. Uniku imunitnimu systému
dale napomaha skutec¢nost, Ze se v nadorech
tvori latky, které brani zrani APC a potlacuji
specificky aktivované lymfocyty T. Do jisté
miry je tak neodpovidavost (= nepfitomnost
imunitni odpovédi) na nadorové antigeny
vysledkem aktivnich procest probihajicich
v prostiedi nadoru. Imunitu potlacujici
(imunosupresivni) faktory jsou produkova-
ny nejen vlastnimi nadorovymi buiikami, ale
i bunikami pojivové tkané a makrofagy, které
do nadoru pronikaji, a jejich tvorba miize
byt podnicena i v samotnych dendritickych
bunkach. Takové molekuly se nékdy ozna-
¢uji jako koinhibi¢ni (opak molekul kostimu-
la¢nich). Mnozstvi imunosupresivnich fak-
tortl je pfimo umérné velikosti nadora. Ale
to jest€ neni vSe. V prubéhu riistu nadori se
mohou objevit mutantni bunky, které ztrati-
ly nadorovy antigen, takZe je specifické imu-
nitni reakce nemohou postihnout. Takové
bunky maji v ¢aste¢né imunnim prostedi
selek¢ni vyhodu a brzy se stavaji v populaci
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nadorovych bun¢k dominantnimi. Pokud
nékomu pripomina takova situace vznik bak-
terialnich mutant rezistentnich k pouzitému
antibiotiku, neni daleko od pravdy.

Nebezpedi vzniku imunorezistentnich klo-
nt je podstatné mensi tam, kde je nadorovy
antigen soucasti proteinu zodpovédného za
udrzeni fenotypu nadorové buiiky (tzv. onko-
proteinu). Jak vSak ukazuji néktera, byt
zatim vzacna pozorovani, i v jejich pripadé
se mohou objevit mutanty postradajici pu-
vodni nadorovy antigen. Nadorova buiika je
totiz ze své podstaty geneticky nestabilni
a muze dojit k mutaci, ktera pozméni dule-
Zité antigenni determinanty onkoproteinu,
aniz by narusila jeho funk¢nost, anebo akti-
vuje odlisSnou biochemickou driahu, ktera
udrzi zhoubny potencial buiky jinymi pro-
stredky. Jinymi slovy, dojde k selekci bunéc¢-
nych klonti pozménénych tak, Ze se jejich
onkogenni potencial stane nezavislym na
puvodnim spoustécim mechanismu.

S problémem antigenni variability nado-
rové buiiky se lze do jisté miry vyrovnat tim,
Ze vakcina obsahuje vice nez jeden nado-
rovy antigen, pokud jsou ovsem takové anti-
geny znamy. Pfikladem mohou byt zhoubné
kozni nadory melanomy. Obsahuji nejméné
tfi typy antigend, jez mohou byt terci
imunoterapeutickych zisaht. Oznacuji se
jako antigeny diferenciani (charakteristické
pro melanocyty, tj. bunky, ze kterych mela-
nomy vychazeji), nadorové specifické (na-
chazeji se i v jinych nadorech, ale nikoli
v normalnich tkanich s vyjimkou varlat) a je-
dine¢né (vznikaji mutacemi rtznych bunéc-
nych genu a lisi se nador od nadoru).

Je povzbudivé, zZe alespon v né€kterych
situacich predchozi setkini organismu s anti-
geny nadorovych bunék neznemoziuje
imunizac¢ni ucinek. Tolerance je zfejmeé spi-
Se kvantitativni nez absolutni. Jsou znamy
situace, kdy v nadorovych bunkach dojde
k nadbytecné produkci nékterych bunéc-
nych proteind. Z experimentalnich praci,
ale i z prvnich klinickych studii, se vi, ze se
takové bufiky mohou stit tercem imunitnich
reakci organismu. Dafi se vyvolat je vhod-
nymi vakcinami. Pro tento jev, v anglosaské
literatufe popisovany jako antigen overex-
pression, se snazime zavést Cesky termin
Lstav pretizeni antigenem*. Nejspi$ jakykoli
antigen, ktery v nadbytku vytvareji nadoro-
vé bunky, mize byt rozpoznan imunitnim
systémem, je-li prezentovan ve spravném
kontextu.

V poslednich dvou desetiletich byl pro-
veden velky pocet klinickych studii s proti-
nadorovymi terapeutickymi vakcinami.
Prinesly mnozstvi vysledki, od zcela nega-

Obr. 3 Interakce mezi antigenem (A) nddoro-
vjch bunék (NB) a busikami T v nepiitomnosti
kostimulacnich molekul (B7) vede k nedostatec-
né obranné reakci organismu (anergii)

tivnich az po ty, které bychom mohli ozna-
¢it jako uspésné. Nejvice klinickych zkuse-
nosti je s Iécbou melanomu a nadort ledvin,
ale spektrum zhoubnych nadoru, které jsou
predmétem zajmu, se neustale rozsiruje.
V centru pozornosti je karcinom délozniho
¢ipku, ale i dalsi nadory vyvolané viry. Ty
vétsinou obsahuji dobfe charakterizované
virové proteiny, které se nabizeji za cil
imunitnimu systému. Jak jsme si uz povédé-
li v prvni ¢asti, u nadora vyvolanych viry
jsou nositeli nadorovych antigenti virové
onkoproteiny zodpovédné za vznik a udrze-
ni zhoubného charakteru nadorové bunky.
Nebezpeci antigennich variaci, které by
nenarusily jejich funkci, je proto mensi nez
u jinych nadort.

Jinym zhoubnym onemocnénim vhod-
nym pro imunoterapii je chronickd myeloid-
ni leukemie. Klicovou roli v jeji patogenezi
hraje translokace mezi chromozomy 9 a 22,
jejimz disledkem je vznik fuzniho genu
(oznacuje se ber-abl — zkratky fazujicich
gent). Produkt tohoto genu zajistuje jak
nadorovou pfeménu (transformaci) buiiky,
tak udrzeni stavu transformace. Vznika nova
aminokyselinova sekvence, ktera nema ob-
dobu u zadného z dosud znamych proteinti.
Lze si predstavit, Ze takové misto by mohlo
byt ter¢em imunitnich reakci organismu.

Strategie vyvoje protinadorovych
terapeutickych vakcin

Podat uplny prehled dosavadnich zkuse-
nosti s terapeutickymi vakcinami by zabralo
nesmirné mnoho mista. Navic jde o velmi
nesourody soubor udaji. Vyvoj a vlastnosti
pouzivanych vakcin se méni nejen nador od
nadoru, ale od studie k studii. Ty se dale lisi
slozenim pacientd, jejich klinickym stavem,
poctem a velikosti podanych davek, zputso-
bem hodnoceni atd. Provadéné studie navic
vychiazeji z raznych teoretickych koncepci,
které se nevyhnutelné promitaji do klinic-
kych protokolu a kritérii uspésnosti. Neni
proto prekvapenim, zZe moznosti vyvodit
obecnéjsi zavéry z dosavadni vyzkumné
prace jsou notné omezené. Presto se poku-
sime né€kolik takovych zavéru formulovat:

e Nadory se lisi svou vnimavosti k acinku
terapeutickych vakcin.

e Prozatimni uspéchy jejich uziti nejsou
nikterak dramatické, nicméné v mnoha stu-
diich se podarilo dosihnout pozitivniho
efektu u ruzné velké Casti pacientu.

e Podarilo se nalézt a uplatnit razné zpua-
soby zvyS$eni ucinku vakcin.

@ Vyvoj a hodnoceni ucinku vakcin je jed-
nodussi, pokud znime nadorové antigeny;
jsou vsak situace, kdy lze proti nadorim
imunizovat, anizZ bychom znali povahu nado-
rovych antigent.

e Indukce imunity proti nadorovym anti-
genum se da velmi Casto prokazat testy in
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vitro, klinicka odezva se vSak projevi pod-
statné méné Castéji; to naznacuje dilezitost
kvality protinadorové imunity.

e Nitrokozni podani protinadorovych
vakcin je ucinnéjsi nez podani jinou cestou.

e Vzhledem k tomu, Ze unik nadoru
imunitnimu systému je dan nejen nedosta-
te¢nou imunogennosti nadorovych antige-
nd, ale i imunosupresi v misté nadoru, mély
by byt snahy o protinadorovou aktivni imu-
nizaci provazeny dal$imi zasahy, které by
zlepsily podminky pro lokalni uplatnéni
imunitnich reakci.

V nasledujici ¢asti se pokusim popsat
hlavni pristupy pouzivané k vyvoji terapeu-
tickych vakcin. Vétsinou vychazeji z meto-
dologie genového inzenyrstvi.

Bunécéné vakciny

Jako bunécné vakciny se daji pouzit sus-
penze usmrcenych, nemodifikovanych na-
dorovych bunék ziskanych bud pfimo z na-
dord, nebo kultivovanych in wvitro. Jejich
vyhodou je, Ze neni potieba znat nadorovy
antigen a ze se da imunita navodit soucasné
proti nékolika nadorovym antigentm. Tim
se snizuje nebezpec¢i vzniku antigennich
mutant, které unikaji reaktivité imunizova-
ného organismu, coZ je problémem vsech
typu vakcin zaméfenych proti jednomu
nadorovému antigenu.

Daleko Castéji nez prosté nadorové bun-
ky se nyni pouzivaji buniky upravené vnese-
nim gent kodujicich rtzné imunostimu-
la¢ni faktory. Jejich ptusobenim se zvySuje
lokidlni prezentace nadorovych antigent
imunitnimu systému ¢i se predavaji stimu-
la¢ni signaly bunkam dulezitym pro imu-
nitni odpovéd. Protinadorovy ucinek riz-
nych cytokinu je znam jiz deldi dobu, ale
jejich toxicita brani systémovému podava-
ni. Vpravenim gent pfimo do bunék na-
doru se zajisti vysoka lokalni koncentrace
cytokinu, ¢imz se podstatné zvysi sance na
specifickou aktivaci imunitniho systému,
aniz by se dostavily vedlejsi ucinky. Geny
pro imunostimulacni faktory lze vpravit
pfimo do nadoru in situ, ale nejcastéji se
nador vyjme, jeho rozvolnéné buiky se
oSetii in vitro a vpravi zpét do organismu.
K dosazeni ucinku lze pouzit i allogennich
bunécnych linii, které sice ztraceji oproti
vakcinam pripravenym z vlastnich nadoro-
vych bunék pacienta (autolognich bunék)
nékteré zasadni prednosti, ale maji i urcité
vyhody. Mezi né patii standardni pfiprava,
snadnéjsi biologicka kontrola a moZznost
kombinace rtznych linii, které obsahuji
razné antigeny stejného typu nadoru, pfi-
padné tvofi i razné cytokiny. K vyvolini
vysoké lokalni koncentrace cytokini se daji
uzit i geneticky modifikované cizorodé bur-
ky, které se vpravi do mista nadoru.

Produkce cytokint vede cCasto ke ztraté
onkogennich vlastnosti bunék. Pfestoze u zvi-

Tab. 1 Mechanismus usmrceni buriky produktem sebevrazZedné-

Gancyklovir (GCV)

<«—— thymidinkinaza viru
herpes simplex (HSV TK)

~«—— bunécné kinazy

Zastava syntézy bunécné DNA

Ziva 3/2006
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Obr. 4 Schéma plazmidu. Pro pouziti k vakci-
naci musi byt plazmid upraven tak, aby byla
zarulena exprese zvoleného genu v savéich bus-
kdch. MZ — misto zaldthku replikace plazmidu.
RA — gen pro rezistenci na antibiotikum. Jeho
produkt umoziiuje selektivni pomnozent bakte-
rit, které nesou upraveny plazmid. P — promo-
tor, ktery umozni icinny prepis genetické infor-
mace v savéich buiikdch, G — gen pro antigen
nasi volby. PA — polyadenylacni signdl, ktery
stabilizuje  prepsanou  genetickou informaci
a zajistuje jeji preklad v protein. Sipka ukazuje

smér replikace. Viechny orig. G. Misarové

rat se ukazaly byt zivé, geneticky modifi-
kované nadorové bunky ucinn€jsi nez bun-
ky usmrcené ozafenim nebo jejich lyzaty,
z etickych davodu se prozatim v humanni
mediciné s uzitim zivych nadorovych bunék
nepocita. V nékterych pripadech se para-
doxné ukazalo, Ze se v ozafenych burkach
muze produkce imunostimulacniho faktoru
alespon prechodné zvysit.

Do upravovanych bunék Ize vpravit i sebe-
vrazedné geny, tj. takové, jejichz produkty
¢ini bunku vnimavou k toxickému ucinku
jinak neskodnych substanci. Jejich proto-
typem je gen pro thymidin-kindzu viru
herpes simplex (HSV TK). Jeho produkt fos-
foryluje nékteré derivaty nukleosidi jako
jsou acyklovir a gancyklovir, béZné pouziva-
né k 1é¢bé€ nemoci vyvolanych herpetickymi
viry. Z vytvorenych monofosfati buné¢né
kinazy vyrobi vysoce cytotoxické trifosfaty.
Nadorové burky, do kterych byl zaveden
gen pro HSV TK, jsou podanim uvedenych
antivirotik zniCeny (tab. 1). Pri hynuti bu-
nék se navic uvoliuje velké mnozstvi nado-
rovych antigenia a nékterych cytokind,
v misté nadoru dojde k nekréze a zanétu,
¢imz se vytvareji podminky pro vznik proti-
nadorové imunity. Ctenafe asi napadne, Ze
by bylo vhodné zavést do bunky soucasné
sebevrazedné geny a geny pro imunostimu-
la¢ni faktory. Takové pokusy byly skutecné
provedeny a v nékterych systémech se pro-
kazal synergicky efekt produktt téchto
genu. Z duvodu, které dosud nezname, se
vsak u jinych experimentalnich nadort
takovy ucinek neprojevil.

Zvlastnim prikladem bunécnych vakcin
jsou vakciny pfipravené pomoci tzv. onko-
lytickych vird. Oznacujeme tak viry, které se
diky svym pfirozenym vlastnostem, nebo
v disledku genovych manipulaci mnozi
pouze nebo daleko 1épe v nadorovych buifi-
kach. Podle pozorovani z poslednich let
takto rozrusené nadory anebo lyzaty z nado-
rovych bunék pripravenych in vitro vyvola-
vaji silnou imunitni reakci — snad proto, ze
slabé nadorové antigeny jsou prezentovany
imunitnimu systému soucasné se silné€ imu-
nogennimi virovymi antigeny a Ze se rozvoji
imunitni odpovédi dostiva potiebného tre-
tiho signdlu (viz vyse).
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Obr. 5 Histologické vysetieni nddorii vyvolanych
u mysi bustkami transformovanymi lidskym
papillomavirem. Rez nddorem neléceného zvire-
te (velikost ndidoru 7x6x2 mm) ¢ Obr. 6 Rez
podstatné mensim nddorem (3x2x2 mm) zviiete
léceného dvéma ddavkami vakciny s modifikova-
nym genem pro nddorovy antigen E7. Oproti
kontrole je patrnd viznamné zvySend pritomnost
bymfocytit T 'V obou piipadech byly nddory
vyriaty 31. den po inokulaci bunék. (Osetieno
krysi anti-CD3 protildtkou a sekunddrni proti-
kryst krdlici protildtkou s navdzanym biotinem.
Dobarveno komplexem streptavidin—peroxidiza
a DAB). Snimky S. Némeckové a J. Jelinka

Jedny z nejvice povzbudivych vysledkt
s bunéénymi vakcinami poskytla nedavno
dokoncena studie v Némecku. Bunky z chi-
rurgicky odebranych nadora ledvin byly ex
vivo opracovany cytokinem, ktery se ozna-
cuje jako interferon, ¢imz se podstatné zvysi-
la jejich imunogennost. Lyzaty téchto bunék
pak byly opakované vpraveny pacientiim, od
nichz nadory pochizely. Pétileté sledovini
nékolika set imunizovanych a standardné
lécenych pacientd ukazalo, ze vakcinace
vyznamné prodlouzila dobu preziti.

Jiny typ protinidorovych vakcin je zalo-
Zen na extraktech z nadorovych bunék pfi-
pravenych tak, aby byly bohaté na tzv. pro-
tein tepelného Soku (HSP70), ktery ma silny
imunostimula¢ni acinek. Kvili své povaze
a funkcim na sebe HSP70 vaze bunécné
proteiny, mezi nimi i ty, které nesou nadoro-
vé specifické antigeny. Vyhodou takovych
vakcin je, ze nevyzaduji znalost nadorovych
antigenu.

Vakciny z dendritickych bunék

Jak uz bylo uvedeno, dendritické bunky
prezentujicimi antigen. Obsahuji 50x vice
molekul MHC nez makrofigy a na svém
povrchu maji velké mnozstvi kostimulacnich
molekul. Jde o riznorodou skupinu bun¢k,
které se lisi nejen svou anatomickou lokali-
zaci, ale i svymi povrchovymi vlastnostmi
a funkci. Jsou rozptylené ve vétsiné tkani.
Vedle DB, které stimuluji imunitni odpovéd,
existuji i takové, které ji potlacuji. Tyto
bunky hraji klicovou roli pfi aktivaci T lym-

Tab. 2 Hlavni vybody DNA vakcin

1. Nizké naklady spojené s vyrobou

2. Vysoky stupen stability, k transportu a skla-
dovani neni zapotrebi chladového fetézce

3. Prirozena konformace vytvofeného proteinu
4. Stimulace humoralni i buné¢né imunity

5. Moznost imunizace v pfitomnosti protilatek
6. Moznost pfipravy vakcin proti antigentim,

v jejichz pripadé nelze pfipravit vakciny
klasickymi postupy

7. Moznost pfipravy vakcin imunizujicich sou-
Casné proti n€kolika antigentim
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focytt (viz vyse), dokazi prekonat toleranci
k vlastnim antigenim. To se tyka i nékte-
rych antigent, které jsou pro svou povahu
malo imunogenni. Dendritické bunky proto
zaslouzen€ zaujimaji jedno z prednich mist
ve vyvoji protinadorovych vakcin. Nevy-
hodou vakcin na bazi DB je vSak slozitost
pfipravy a z toho plynouci vysoké naklady.
Z 50 ml krve Ize ziskat pouze asi 5x10° DB.
V nedavné minulosti se podarilo vypracovat
metody kultivace DB in vitro. To podstatné
zlepsuje vyhlidky.

Dendritické buniky mohou pohlcovat i vét-
§i fragmenty bunék nesoucich nejraznéjsi
proteiny, v¢etné téch, které nesou nadorové
specifické antigeny a dokonce i celé mrtvé ¢i
hynouci buniky. Geny pro nadorové antigeny
se daji vnést do DB pomoci rekombinant-
nich vira ¢i plazmida. Vyhodami takto akti-
vovanych DB je vysoka koncentrace anti-
genu, jeho pfirozena konformace a trvala
produkce az do zaniku téchto buné¢k. Po
uaspésnych pokusech na zvifatech probihaji
v soucasné dobé klinické studie s aktivova-
nymi DB u pacientt s melanomem, karcino-
mem prostaty, karcinomem délozniho ¢ip-
ku, krevnimi malignitami a dal$imi nadory.
Optimalni strategie vyuziti DB k 1é¢bé nado-
ru se vsak stale hleda.

DNA vakciny

Jako DNA vakciny oznacujeme bakterial-
ni plazmidy (malé kruhové genetické ele-
menty bakterialniho ptivodu), do nichz byl
zabudovan gen pro ochranny antigen
(obr. 4). DNA vakciny se zpocatku oznaco-
valy jako genetické vakciny, ale pozd€ji byly
pod tento nazev zahrnuty vSechny vakciny
pfipravené metodami genového inZenyr-
stvi. V pfipadé protinadorové DNA vakciny
musi plazmid obsahovat genetickou infor-
maci pro specificky nadorovy antigen. Aby
bylo mozné takovou vakcinu konstruovat,
musi byt k dispozici naklonovany gen pro
protein nebo jeho cast nesouci nadorovy
antigen. Protinadorovym DNA vakcinam se
vénuje vzrastajici pozornost pro jejich
obecné vyhody (tab. 2).

DNA vakciny se vpravuji do organismu
riznymi zpusoby. Nejucinné€jsi se zda byt
oc¢kovani do kuze, coZ je dano hustotou
APC v tomto organu. Imunizacni ucinek
DNA vakcin byl nade vsi pochybnost proka-
zan v ruznych experimentalnich systémech,
pricemz se ziskalo velké mnozstvi poznatkt
o mechanismech, které se uplatiuji pfi vyvo-
lani imunitni odpovédi a o jeji povaze. Pres-
to zustava otevieno mnoho otazek spoje-
nych s podanim DNA vakcin. Napf. se dosud
nepodafilo objasnit, pro¢ jsou daleko méné
uc¢inné u primatd nez u hlodavcd nebo
skotu. V soucasné dobé€ probiha rada klinic-
kych studii, v nichz jsou DNA vakciny testo-
vany proti riznym nadorim jako jsou napft.
karcinom tlustého stfeva, karcinom prostaty,
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nadory z lymfatické tkiné (lymfomy) a kar-
cinom dé€lozniho ¢ipku.

Peptidové vakciny

Peptidové (téz syntetické) vakciny jsou
kratké aminokyselinové sekvence nesouci
dulezité antigenni determinanty. Hlavni vy-
hody téchto preparatii spocivaji v tom, ze
jsou definované, stabilni a bezpecné. Nejdu-
poznani aminokyselinovych sekvenci, které
reprezentuji antigeny, o néz nam jde. K tomu
mame k dispozici fadu biochemickych po-
stupti a pocitacové programy. ACkoli se dafi
peptidovymi vakcinami generovat vysoké
pocty bunék T specifickych pro dany anti-
gen (vice nez 5 %), klinicka ucinnost byva
nizka. Souvisi to s malou $ifi imunitni odpo-
védi zaméfené pouze k jedné antigenni
determinanté. ZvySeni imunogennosti syn-
tetickych vakcin pomoci vazby na razné
nosice znamena ztratu ¢asti vyhod, jimiz se
tento typ vakcin pysni. Jejich humanni vy-
uziti komplikuje uz zminény polymorfismus
molekul MHC, ktery rozhoduje, jaké sek-
vence aminokyselin jsou nabidnuty imunit-
nimu systému.

Co se tyce protinddorovych peptidovych
vakcin, je nutna znalost rozhodujicich deter-
minant nadorového antigenu. Ty se podafi-
lo stanovit u virovych onkoproteina a téz
u produktt nékterych mutovanych onko-
genu. ZkuSenosti s takovymi vakcinami
u lidi jsou zatim omezené. Polymorfismus
molekul MHC se podafilo obejit u pacientti
s chronickou myeloidni leukemii pouzitim
smési ruznych peptidd, jez spojuje pouze
to, ze obsahuji aminokyselinovou sekvenci
fuzniho mista produktu zminéného hybrid-
niho genu ber-abl.

Vakciny ze Zivych rekombinantnich
vira a bakterii

Principem rekombinantnich vakcin je
aspésné vpraveni genu pro nadorovy anti-
gen do genomu vysoce oslabeného viru ¢i
bakterie tak, aby se zachovala Zivotnost pfi-
slusného infek¢niho agens a pfi jeho po-
mnozeni doslo k expresi vneseného genu.
Samozrejmym predpokladem je nepatogen-
nost vektoru. Jeho prili§ silné oslabeni je
bohuzel casto spojeno s nizkou schopnosti
mnozit se v imunizovaném hostiteli. To sni-
Zuje imunogennost nékterych uz pfiprave-
nych vakcin tohoto typu. Vyhodou vakcin
z zivych infekcnich Cinitelt je, ze dodavaji
poplasny signal, ¢imz vytvareji podminky
pro silnou imunitni odpovéd.

Pii pfipravé rekombinantnich vakcin se
nejvice pouziva viru vakcinie, ktery byl uzi-
van k prevenci pravych nestovic. Piede-
v§im je velmi malo patogenni pro cloveéka
a genové manipulace potrebné pro rekom-
binaci ho dile oslabuji. Dalsi velkou vyho-
dou je, ze virus ma o hodné vice genti, nez
kolik jich nezbytné potifebuje pro replikaci.
Nékteré z nadbyte¢nych gentt mohou byt
nahrazeny geny pro nadorové antigeny a ji-
né geny pro imunostimulac¢ni faktory. Pro-
dukty nékterych postradatelnych genu viru
vakcinie zabrafuji rozvoji imunitni odpo-
védi. Téchto gena se lze zbavit dal$imi cile-
nymi genetickymi manipulacemi. Prace
s virem je spojena s nizkymi naklady a k dis-
pozici jsou uc¢inna média pro vybér vhod-
nych rekombinant. Navic lidstvo ma s virem
vakcinie vice nez dvéstéleté zkuSenosti, coz
ma nemaly psychologicky vyznam. Dalsi
rekombinantni vakciny byly zkonstruovany
z adenovirt a alfavira (Cel. Togaviridae).
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Rekombinantni viry vakcinie a geneticky
modifikované adenoviry byly pouzity k 1é¢-
bé né€kolika lidskych nadora (napf. karcino-
mu délozniho Cipku ¢&i prostaty). Aplikaci
se podafilo vyvolat ¢i zvysit reaktivitu proti
specifickym nadorovym antigentm, klinic-
ka acinnost vsak nebyla pfili$ vyrazna.

Mezi bakteriemi, o kterych se nejvice uva-
Zuje v souvislosti s vyvojem zivych rekom-
binantnich vakcin, jsou salmonely — Liste-
ria monocytogenes a Mycobacterium bouis.
Vyuziti vakcin na jejich bazi k 1é¢bé nadort
je v pocatcich.

Vakciny pfipravené v rostlinach

Diky rozvoji rostlinnych biotechnologii
se dafi v poslednich letech navodit produk-
ci raznych virovych, bakterialnich a zivocis-
nych proteini u rostlin. Pro vyrobu vakcin
nabizeji rostliny lakavé vyhody. Patii mezi
né nizké naklady (odhaduje se, Ze by byly
100-1 000x levnéjsi nez bézné vakciny),
moznost perorilniho podani (odtud nazev
jedlé vakciny — vice Ziva 2003, 4: 150-152),
jez by zarucilo vznik slizni¢ni imunity, moz-
nost souc¢asného vyvolani imunity proti né-
kolika chorobam, stabilita a bezpecnost.

Navzdory vyzkumnému usili se prozatim
nepodafilo vyftesit vSechny problémy, které
s pfipravou rostlinnych vakcin souviseji.
Hlavnim nedostatkem je nizka tvorba cizich
proteinti. Mnozi véfi, Ze jej pomiize vyresit
vyuziti fotosyntetickych organel rostlin —
chloroplastti (obsahuji kruhovou DNA, mnozi
se semiautonomné, rostlinna bunka obsa-
huje az 10 000 chloroplast). Diky zminé-
nym vlastnostem by se pravé tyto organely
mohly stit vysoce ucinnymi producenty
cizich proteina.

Jako v pfipadé jinych novych systému pro
pfipravu vakcin, uvaZuje se i o rostlinnych
protinadorovych vakcinach. U nékolika riz-
nych druhu rostlin se jiz podafilo vyvolat
tvorbu nékterych nadorovych antigend.
Napf. u tabaku a u brambor byly pfipraveny
antigeny lidskych papillomavira a byla pro-
kazana jejich imunogennost. Zatim vsak jde
o pocatecni studie. Na definitivni zhodnoce-
ni moznosti konstruovat protinadorové vak-
ciny na rostlinich si budeme muset jesté
néjaky Cas pockat.

Jak dal

Pres vskutku obrovské usili, které se vénu-
je vyvoji terapeutickych protinadorovych
vakcin, nemtizeme jejich pripravu a vyuziti
ani zdaleka pokladat za vyreSené. Velkym
nedostatkem dosavadnich studii je jejich
nestejnorodost. Protokoly, podle kterych
pracovaly rizné vyzkumné skupiny, se pod-
statn€ lisi a nékdy pusobi improvizovanym
dojmem. Vysledky se proto velmi obtizné
porovnavaji. Vyznamnou vadou vétsiny stu-
dii je, Ze nebyly provedeny pfesné podle
pravidel pro kontrolované klinické studie,
coz pii malych souborech pacienti mohlo
narusit spolehlivost hodnoceni. Dosazené
vysledky dale zkresluje skutecnost, Ze se vak-
ciny vétsinou podavaji pacientim s velmi
pokrocilou chorobou, u kterych selhaly
jiné zpusoby terapie. Velmi pravdépodob-
né by imunoterapie byla ucinnéjsi v poca-
tec¢nim stadiu nemoci. Jak jsem uvedl vyse,
nadory pusobi imunosupresivn€ a tento
jejich efekt je pfimo umérny rozsahu cho-
robného procesu. Protinadorova vakcinace
bude mit tudiz nejvétsi nadéji na uspéch,
bude-li spravné nacasovana, tj. bude-li pro-
vedena u pacienti s malym poctem nado-
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rovych bunék. To podstatné zvysi pomér
mezi specificky aktivovanymi buikami imu-
nitnitho systému, produkce nadorovych
imunosupresivnich faktor bude minimali-
zovana a snizi se pravdépodobnost vzniku
antigennich mutant. Takova situace, vhodna
pro terapii, nastava ve dvou obdobich vyvo-
je nadoru — poprvé v nejran¢jsim obdobi
jeho rustu, podruhé po jeho redukci chirur-
gickym zakrokem, zafenim ¢i chemoterapii.

V prvnim pripadé se nador klinicky ne-
projevuje a uvahy o 1é¢bé nejsou na miste.
Dobou, ktera se jevi byt pro imunoterapii
optimalni, je tedy stav po potlaceni onemoc-
néni. Nadorové vakciny asi nikdy v bu-
doucnosti nenahradi jiné zpusoby 1€Cby, ale
maji velkou nadg¢ji stat se jejich standard-
nim dopliikem, prinejmensim u nékterych
typa nadora. Pravdépodobnost vyléceni se
tim podstatné zvysi.

Co je treba pro urychleni vyvoje terapeu-
tickych protinadorovych vakcin? Domni-
vam se, ze predevsim je to prohloubeni zna-
losti 0 mechanismech protinidorové imunity
a podminkach pro jejich uplatnéni. Priznej-
me si, Ze jsme teprve na zacatku cesty. Nase
dosavadni poznatky jsou prevazné kvalita-
tivni. Bez hlubsiho poznani kvantitativnich
aspekta molekulovych a bunécénych proce-
st spjatych s nadorovymi procesy a znalosti
vzajemnych interakci téchto déju v case
a prostoru nenastane zasadni zvrat ve vyvo-
ji a $irsim uplatnéni protinadorovych vak-
cin. Je zapotifebi novych modeld, které
umozni poznat slozitou situaci v prostredi
nadoru, v némz vznikaji podminky pro lo-
kalni potlac¢eni imunitni odpovédi. Zvlasté
dulezité je objasnit mechanismy, které ome-
zuji aktivaci, rozsiteni a vykonné funkce
specificky aktivovanych lymfocyta T. Dal$imi
nezbytnymi predpoklady je prohloubeni
védomosti o biologii nadoru a stalé tvurci
uplatiovani pokrokt imunologie. Klinicky
vyzkum protinadorovych vakcin by mél po-
kracovat v neztenceném (nebo radéji vét-
$im) méritku a méla by pfi ném byt dusled-
né respektovana pravidla pro kontrolované
klinické studie nezamérené pouze na pa-
cienty v pokrocilém stadiu choroby. Mezi
vyzkumnymi skupinami by mély byt dohod-
nuty jednotné protokoly pro vakcinaci, coz
by ovSem nemé€lo branit paralelnimu zkou-
Seni jinych vakcina¢nich schémat, a méla
by se sjednotit kritéria uspésnosti. Velkou
pozornost je nutné vénovat korelacim mezi
klinickym pribéhem nemoci a imunitnimi
reakcemi méfritelnymi in wvitro, pricemz
analyzovany material by nemél pochazet
jen z krve, ale i z nadorové tkan€ a lymfatic-
kych uzlin.

Mnozi soudi — a s nimi se shoduje autor
tohoto Clanku — Ze na jednom z prvnich
mist dalsiho vyvoje by se mély ocitnout
vakciny z autolognich, geneticky modifiko-
vanych bunék, které zajisti vystaveni imuni-
zovaného pacienta celému spektru nado-
rovych antigenu, a to za podminek, které
budou prat silné imunitni odpovédi. Pripra-
va takovych vakcin bude vyzadovat zvlastni
pracovni rezim, ktery neni mozny bez spe-
cialné vybaveného pracovist€. V zahranici
uz byly vypracovany navrhy, jak by takové
pracovisté mélo vypadat. Jeho vybudovani
v arealu nékteré z nasich velkych nemocnic
s dobfe fungujicim onkologickym oddélenim
je realné a mélo by se prednostné uskutecnit.
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