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Role imunitniho systému v onkologii

Protektivni vlivimunitniho systému pri karcinogenez
(Ehrlich 1900)

(Burnet a Thomas 50 léta )

= Adaptivni imunitni systém zodpovida za kontrolu karcinogeneze u
imunitné kompetentnich jedincu

(2001 Shanakaran, Dunn, Schreiber)

" |[munitni systém chrani svého nositele proti tumorogenezi, ale
zaroven ovliviuje imunogenicitu nadoru



Cancer immunoediting teorie 3E

Dualni funkce imunitniho systéemu
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Cancer immunoediting teorie 3E

kompletni eliminace bunék nadoru
nebo
dlouhodoby stav rovnovahy
nebo

unik malignich bunék kontrole imunitniho systému
a rozvoj nadorového onemocnéni

podil mechanismu specifické a nespecifické imunity
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Obranné mechanismy nadoru v obrané
proti imunitnimu systemu

Ztrata exprese
nadorovych antigent

Selekce nizce
antigennich variant

Inhibice funkce

sni¥eni anticenni bunék tumoru dendritickych bunék
Variabi1i§ ignorace imunitnim NO, TGF beta, DAO,VEGF

Y systémem
Tlumeni funkce T- Indukce apoptézy Enhancement” efekt

exprese FasL, aktivace

protinadorovych

lymfocytu ; protilatek , stimulace
TGF-b, IL-10 1Al d];‘é}g,zexprese rustovych receptorti
nadoru
MDSC Absencve ,
'lnl:l'll;!(cefT ll‘{eg indukce T reg, kostimulacnich
inhibice funkce
tumorspecifickych T deplece sekvestrace molekul
lymfocyti argininu, tryptofanua tlumeni Tc a Th

cysteinu ( T bunky)

odpoveédi




Editace nadoru imunitnim systémem

Intratumorosni imunitni odpovéd’
predikuje prognosu pacienta

Pos efekt : TIL

Neg efekt: T reg MDSC

Imunodeficience

je asociovana se zvysenym vyskytem nadoru
= ZvySeny vyskyt malignit u prim. imunodeficitd (PID)
» Snizeni funkce imunitniho dozoru u PID
" Imunodysregulace (PID)
= HSV6 - Kap. sarcom, EBV asociované lymfomy, HPV cervikalni carcinom
= Maligni lymfoproliferace PID



Nadorové antigeny TSA x TAA

TSA tumor specifické antigeny
* nevyskytuji na nemalignich bunkach

TAA tumor asociované antigeny
" nejsou vylucneé specifické pro nadorové bunky



TSA tumor specifické antigeny

Nelze prokazat na nemalignich bunkach
Neo-antigeny

( N

*Komplex MHC gp I s abnormalnimi fragmenty bunécnych proteint

. J

MHC gpl s fragmenty oncoviria - HPV, EBV

( )

Produkty abnormalni glykosylace proteint - glykosylace, syalizace

. J

Idiotypy myelomu a lymfomii - klonotypické BCR a TCR - NHL, HL, MM)

( )

Produkty mutovanych gent - chromosomalni translokace

« filadelfsky chromosom translokace 9 a 22 AML a ALL
e fusni geny
e fusni proteiny (chimericky bcr-abl

* Geny kontroly buné¢ného cyklu



TAA tumor associated antigens

nejsou vylu¢né specifické onkofetalni antigeny antigeny
pro nadorové buiiky specifické pro tkan
e AFP - hepatomy

_ _ _ e CEA - carcioembryonlni proteiny
= exprese je fyziologicka v

urcitém ontogenetickém oantigeny specifické pro tkan
obdobi nebo organ z nichz vychazeji
= za urcitych okolnosti je 1ze * MAGE-1melanomovy antigen
nalézt i na normalnich * PSA prostaticky Ag
bunkach
4 )
. , oproteiny ridce pritomné ve vlastni tkani
. ektoplcka nebo a hojné pritomné neoplastické tkani
7 v ’ L J
zvyls_eng exprese u e receptor HER2 /neu
ma lgnlt (odiferenciaéni antigeny malignit )
* pomocneé di agnosticke \lymfatlckeho systému )
markery e CALLAcommon acute lymphoblastoid

leukemia antige CD 10 - pre B bunky

« fyziologicky pritomny na normalnich
bunkach vyvojovych



Onkomarkery vs Biomarkery

Onkomarkery
Vybrané TAA nebo TSA

Sledovani pribéhu onemocnéni (aktivita

nemoci)
a jeho odpoveédi na |écbu

Neslouzi k dignose

Mohou byt elevovany i pfi jiném nez
onkologickém onemocnéni (AFP)

Onkofetalni markry — pfirozeny vyznam v
obdobi fetalniho vyvoje

Stanoveni serologické

Biomarkry

Na povrchu nebo uvnitf nadorovych
bunék

Exprese, overexprese nebo mutace ma
prognosticky nebo prediktivni vyznam

Prognosticky: prognosa onemocnéni
(agresivita procesu, vliv na strategii
|éCby)

Prediktivni: predikce ucinku konkrétni
medikace
Stanoveni histologicke




AFP (alfa-fetoprotein): hepatocelularni « HER2 humanni epidermalni receptor 2,

karcinom (nador jater), nékteré karcinomy prsu a u nékterych
nadory vajecnikl nebo varlat. AFP muze byt karcinomech Zaludku

zvySen rovnéz pfi nenadorovém onemocneni jater

(cirhéza, hepatitida) anti HER2 terapie

* EGFR receptor epidermalniho rtstového

B2M (B2MG - beta2- o faktoru, 1é¢ba anti EGFR
mikroglobulin): mnohocCetny myelom, chronicka

lymfaticka leukémie, lymfomy, porucha funkce * RAS (KRAS, NRAS) signaini draha EGFR,
aktivaéni mutace, olorektalni ca,

ledvin redikuje rezistenci k inhibitoriim

CA 15-3: karcinom prsu, nékteré EGFR),

nadory zazivaciho traktu « BRAF soucast signalni drahy

CA 19-9: karcinom slinivky RAS/RAF/MAPK

brisni, Zaludku, stfeva, prsu mutace BRAFje povazovana za jednu z

ydriver mutaci maligniho melanomu,
predikce anti BRAF terapie
* ALK bodova mutace tyrozinkinazové (TK)

CA 72-4: karcinom zaludku, jicnu, plic, vajecniku

CA-125: karcinom vajecniku

CEA (karcino-embryonalni domény genu ALK (neuroblastomy) ,
antigen): karcmomy zazivaciho _ fize ALK s jinymi geny (NSCLC

traktu, plic, prsu, vajecniku, maze byt zvysen i anaplasticky velkobun&cny ,
unenadorovych onemocneni. lymfom)zpUsobuji abnormalni expresi a
HCG (lidsky choriovy aktivaci, predikce anti ALK terapii
gonadotropin): choriokarcinom, germinalni * PDL-1 predikce odpoveédi na anti PDL
nadory varlat nebo vajecniku, v t&hotenstvi. léCbu

LD (laktatdehydrogenaza): nadory  Ki67 marker proliferace malignich bunék
varlat, ledviny, leukémie, Hodgkintv lymfom * c-kit TKI receptor

PSA/fPSA/tPSA (Prostaticky specificky antigen ¢ PDGFRa platelate derived growth fator
/ volny / celkovy): karcinom prostaty. vySetfeni receptor alfa, overexprese GIST,
pro v&asné vyhledavani karcinomu prostaty ve glioblastom, predike terapie imatinib

"zdravé" populaci.
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Imunologicka diagnostika nadoru

[-Onkomarkery“

« Alfa-feto protein (Ca jater)
e CEA (Ca colon)
e PSA (Ca prostaty)

r

*Paraprotein
.

p
Diferenciacni antigeny na bunkach malignit lymfatického systému (CD znaky)

.

r

Priikaz Klonality

.

p
Analyza mikroprostredi nadoru

.

r

Exprese check point molekul ve vzorku maligni tkané
.

r

NGS - WES

.

r

Traskriptom

.




Imunoonkologicka terapie

Indukce protinadoroveé imunity
Posileni prirozenych imunitnich mechanismu

nebo

Vyuziti imunitnich mechanismu
k cilenému nasmeérovani lécCiva k mistu nadoru



Imunoonkologické terapie

O . . I
Biologika

kmAb (anti CD20, anti EGFR, anti VGFR...)/

<

/Malé molekuly
KTKI ( anti PI3K, anti BTK, BRAF inh...)

s T <
Check point inhibitory (ICB)

Kanti CTLA4 antiPD antiPDL1 ... )

KAdaptivnl' celularni terapie )
DCvac CAR TIL ...

k <

/Imunomodulaéni lécba
KBCG 112 GvL...




Imunomodulacni a imunostimulacni cytokiny

[ILZ

ORUAstovy faktor T lymfocytud
e Na davce zavisly imunomodulacni a antitumorosni efekt

e Rekombinantni preparat, multiorganova toxicita, nahrazen check point
inhibitory.

e Maligni melanom, rendlni carcinom ( vysokodavkovany 112)

[BCG bacillus Calmette-Guerin

®Atenuované mycobacterium bovis

e Lécba karcinomu mocového méchyre intravesikalni aplikaci
e Elevace INFg, indukce exprese MHC Il na bunkach tumoru

e |nfiltrace mocCového méchyre makrtofagy a CD4+T bunkami



Imnunomodulaéni a imunostimulacni cytokiny

[.Npa.fa }

e Stimulace Th1 prostrednictvim STAt1 a STAT 3 drah k
sekreciIL 12

[Vysokodévkovan\'/ INF Interferon alfa-2b J

e Lymfatické malignity

e Adjuvantni lécba high risk melanomu pred zavedenim
ipilimumabu

Monohocetné AE ( hepatotoxicita, myelotoxicita, thyreotoxicita...)



Anti-PD-1
(Nivolumab)
Pembrolizumab)

Anti-PD-L1 \
(Atezolizumab)

PO-L1

Check point
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Park YJ[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=30135516
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kuen DS[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=30135516
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kuen DS[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=30135516
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kuen DS[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=30135516
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chung Y[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=30135516
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chung Y[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=30135516
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chung Y[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=30135516
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Future+prospects+of+immune+checkpoint+blockade+in+cancer:+from+response+prediction+to+overcoming+resistance
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Future+prospects+of+immune+checkpoint+blockade+in+cancer:+from+response+prediction+to+overcoming+resistance

Aktivacni/inhibi¢ni receptory T bunék

spoustéce kostimulucanich a inhibicnich drah T lymfocytarni odpovédi vedouci
k modulaci délky amplitudy imunitni odpovédi a tim k udrzeni intergrity
organismu (self tolerance)

cil terapie: T bunécné inhibicni a stimulacni receptory a jejich ligandy
Pacienti: responders x nonresponders
CAVE irAE (immune related adverese events)

Activating
receptors

™ cD2s

4 '
OX40 gy
>~ GITR <« T cell

CD137 &%
A 453
\/ ,’/
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//’

HVEM"

Agonistic l

antibodies T-cell
stimulation

dle https://www.hindawi.com/journals/scientifica/2013/857519.fig.001.jpg



CTLA4

CTLA 4 cytotoxic T lymphocyte associated Ag
inhibi¢ni molekula T lymfocyti ( CD4+, CD8+)

exprese T CD4a CD8a T reg

interakce s CD80/86 na APC

kompetice s CD28 T bunék

inhibice T lymfocytarni proliferace a aktivace

anti CTLA 4 (ipilimumab)

* rekombinantni humanni monoklonalni protilatka

= stimulace T lymfocytarni odpovédi

= prvni FDA schvaleny check point 2011

* neprimy antitumorosni efekt posileni T mediované odpoveédi



Ipilimumab Blocks Negative Signaling From CTLA-4

CTLA-4 blocks co-stimulation: Ipilimumab blocks CTLA-4:
No T-cell activation T-cell activation

Co-stimulation via CD28:
T-cell activation

Adapted from Lebbé et al. ESMO 2008

APC, antigen-presenting cell; CTLA-4, cytotoxic T-lymphocyte antigen-4; MHC, major histocompatibility complex; TCR, T-cell receptor.



PD1

PD1 program cell death receptor

transmembranovy protein T, B, NK, DC monocytt

experse na lymfocytech v mikrosprotredi nadoru

inhibice T bunécné proliferace
Inhibice T bunécné produkce cytokin

premena T efektorovych na Treg

interakce s PD-L1 a PD-L2

anti PD 1 (pembrolizumab /nivolumab /cemiplimab
NSCLC, RCC, melanom , NHL.....



PD-L1/PD-L2

PD-L1 program cell death receptor ligand
= exprese hematopoetické bunky (T, B, NK, DC,monocyty) , epitelie, buriky tumoru

= interakce PD-PD-L1 vs CD80-PD-L1
= inhibice T lymfocytarni odpovédi
= indukce Treg

PD-L2

= fyziologicky nizka exprese

= APC bunky

= variabilni Indukce v dusledku mikroprostredi
vCetné tumoru

anti PDL1 (atezolizumab/arveluma/ durvalumab))
= anti PDL 1 mAb
= 2016 FDA urotelialni carcinom , NSCLC...



Monoklonalni protilatky v onkologii mAbs

" PFimy protitumorosni efekt
= Inhibice nebo aktivace ligandu mAb

= Ablace bunék stromatu a bunék cévniho zasobeni mikroprostredi
tumoru

= Siroka 3kala terapeutik

Mechanismus ucinku:
" Imunologicky mediované usmrceni bunék tumoru

= ACCD, fagocytosa, aktivace komplementu, cross prezentace DC, CTLA4
blokace



Monoklonalni protilatky v onkologii

a Direct tumour cell killing b Immune-mediated tumour cell killing

Receptor
Receptor antagonist
agonist

<

Antibody

Conjugated
antibody

€ Vascular and stromal cell ablation

Monoclonal
antibodies

Conjugated
antibodies

Blood vessel

Antibody therapy of cancer
Andrew M. Scott, Jedd D. Wolchok & Lloyd J. Old
Nature Reviews Cancer 12, 278-287 (April 2012)

Macrophage

Phagocytosis

Fc receptor

MHC and
peptide /

Tcell

Activatior&

Dendritic
cell

Complement

Anti-CTLA4

Peptide

| B2

‘ (@)
Granzyme
and perforin

CD3& or CD28

scFv

~ Genetically
modified T cell

Cross-presentation’
and T cell activation

Nature Reviews | Cancer


https://www.nature.com/nrc/journal/v12/n4/full/nrc3236.html

Monoklonalni protilatky v onkologii

[Rﬁstové faktory a receptory rustovych faktoru 1

®anti CEA epidermal growth factor receptor (EGFR, ErbB1)

e anti ErbB2 (HER2) epidermal growth factor receptor (EGFR) family
her’trastuzumab( Herceptin )- ca mammy

[Antigeny zodpovidajici za angiogenesi mikroprostredi tumoru 1

®anti VEGF vascular endothelial growth factor bevacizumab (Avastim)
e anti VEGFR VGF receptor

[Antigeny extracelularni matrix a stromatu tumoru J

OAnti FAP fibroblast activation protein
e tenascin - glykoprotein extracelularni matrix

(Povrchové CD znaky 1



Monoklonalni protilatky v onkologii

Trastuzumab :
anti ERBB2, ( HER 2 receptor)
metastasujici mamarni karcinom.

Cetuximab

anti-EGFR, anti epidermal grow factor
receptor

kolorektalni ca

Bevacizumab :

anti VEGF

inhibitor angiogenese
kolorektalni ca

Rituximab
antiCD20
= |gGlchimericka mAb,

CD 20 povrchovy marker vyvojovych rad B
lymfocytd

absentuje na plasmatickych bunkach
NHL a CLL, folikuldarni NHL

Alemtuzumab

= |gG1 humanisovana anti CD 52
= CLL, NHL

= Pfima indukce apoptosy a CDC

CD 52 povrchovy antigen maturovanych
lymfocytu



Kinasoveé inhibitory vimunoonkologii

= Lécba cili na malignity s definovanou onkogenetickou aktivaci kinas
= Proteinova fosforylace je postranslacni reversibilni modifikaci proteint

= Fosorylace proteinu je kontrolovana kindsami a fosfatasami

Anti BTK

BTK cytoplasmaticka kinasa Ibrutinib

* Transdukce signalu BCR receptoru

= Regulace proliferace, diferenciace, aktivace , preziti
= ZvysSena aktivita u urcitych B malignit

= CLL, mantel cell ymphoma ...



Adoptivni celularni terapie
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Protinadorové vakciny

Preventivni
= vakcinace zdravych pacient(

= vznik specifickych protilatek a
pamétovych bunék

= Proti HPV

Terapeutické

= vakcinace onkologicky nemocnych
pacient(

" indukce cilené protinadorové
imunitni odpovéedi

antigen spec CTL a antigen spec.
CD4+ Th

Terapeutické

Ex vivo generované autologni vakciny z
dendritickych bunék

X

Proteinové/peptidové vakciny (cil TAA —
gp100, PSA...)

X
Genetické vakciny

* DNA vakciny ( bakteridlni plasmidy —
tumor antigen)

= RNA vakciny ( mRNA autologni
tumorosni tkaneé)

= Na virech zalozené vakciny ( virové
vektory)



Protinadorove vakciny
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http://www.frontiersin.org/Journal/10.3389/fonc.2011.00022/full




CAR

chimerické antigenni receptory T bunék

= 1-4 generace
= metody genetického inzenyrstvi
= obchazi HLA prezentaci

= antigen vazici doména scVF ( single chain variable fragment) + hinge
oblast + transmembranova doména +intracelularni signalizacni domény
aktivovné po navazani antigenu)

= kombinace antigenni specifity s cytotoxicitou T lymfocytl
= geneticky modifikované T bunky mifici na TAA antigen
= CD19CART



CAR

Extracellular Space
Natural Extracellular
1st Generation 2nd Genera tion 3rd Generation Zetakine Ligand Binding Domain
Antigen Binding Moiety CAR CAR CAR (IL-13, VEGF) (CD27)

(scFy, i.e. anti-CD19)
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Intracellular Space




TIL—tumor infiltrating lvmphocytes

Tumour
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T cell growth

factors (such as IL-2) 3

http://www.nature.com/nri/journal/vl
2/n4/fig_tab/nri3191_F1.html

Activation and
selection of T cells

Infusion of tumowr-
specific T cells
into patient

Expansion of tumour-specific

T cell populations

infusion

4
N

http://www.intechopen.com/books/melanoma-from-early-detection-to-treatment/adoptive-cell-t

Mature Reviews | Iimmunology
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Monoklonalni gamapatie



The basic structure of IgG1

heavy chain
(450 residues)

hinge region

light chain (212 residues)



Klonalné selekéni terapie
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Elektroforesa séra

sérum zdravého jedince
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Moznosti vysetreni

Elektroforéza Imunoelektroforéza Imunofixace

Identifikace (antisérum IgG kappa) (antisérum IgG
monoklonalniho Ig lambda)
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Definice monoklonalni gamapatie

Biochemicka definice:
pritomnost monoklonalniho imunoglobulinu
(M-Ig protein M) v séru a v moci

Klinicka definice:
Onemocnéni Ci stav patofyziologicky souvisejici
s klonalni proliferaci lymfoidni rady

s plazmocytoidni diferenciaci a Castou pritomnosti
M-Ig



Monoklonalni gamapatie

*MGUS
*Mnohocetny myelom
=Waldenstromova makrogloblinemie

AL amyloidosa



MGUS
monoklonalni gamapatie nejistého vyznamu

pritomnost monoklonalniho imunoglobulinu v séru nebo v
moci pacientli bez znamek MM, WM nebo AL

nejsou pritomny znamky:
= maligni proliferace

= poskozeni organismu monoklonalnim gamaglobulinem




MGUS

Monoklonalni gamapatie nejistého vyznamu

" median diagnosy 70let

= 5% starsich 70 let,

" 10-15% pacientl strasich
80let ma detekovateny M
protein

" benigni onemocnéni s rizkem
malignizace

"19% s MCUG zprogreduje do
MM v prubéhu 2-19 let

*monoklonalni expanze Ig
secernujiciho klonu

plasmatickych bunék

=somaticka mutace
plasmatickych bunék

( post isotyp class switch - 1gG a
IgA, pre switch -IgM)

"prevazuje IgG a IgA, IgM 15-
20%




Mnohocetny myelom MM

druha nejcastéjsi hematologicka
malignita

= 10% hematologickych malignit

= onemocneéni starsi generace

= median diagnosy v Evropée 72 let

=5 leté preziti je cca 35 % a klesa s
vekem

= median preziti je 3 roky

= dysregulace onkogenti

= produkce kompletniho Ig nebo jen
lehkého retézce

= vyzralé plasmocyty jsou prevladajici
typ nadorovych bunék

= heterogenni plasmocytarni populace
i ujednotlivych pacientu

= vysoka cetnost chromosomalnich
Zmen

= vyjimecneé od pocatku charakter
plasmoblastické leukemie



Klinické a laboratorni nalezy MM

= teploty, hubnuti, nocni poceni

= infekce

= kostni bolesti, osteolytické |ése skeletu

" anemie

= hyperkoagulacni stavy,

= hemoragicka dithesa

= hyperkalcemie, elevace kreatininu, hyperviskozita

Sekundarni imunodeficience:

= B aTbunécna dysfunkce

= omezena produkce funkénich imunoglobulinti
= zdvazneéjsi prubéh bakteridlnich infekci

= opouzdrené mikroorganismy pneumokoky



Kostni zmeény pri myelomu




Waldenstromova makroglobulinemie

= lymfoplazmocytoidni lymfom dle WHO klasifikace
" pritomnost monoklonalniho imunoglobulinu typu Ig-M
= 2% hematologickych malignit

= MGUS IgM je pokladan za prekusor WM



