Chemie 1éCiv Protinadorova léciva IV

Protinadorova lécCiva IV
,Biologicka lé¢ba*

Vyznamnou skupinu cilenych 1éCiv s vysoce specifickym ucinkem tvoii tzv. biologicka 1éCiva.

Do této skupiny patfi rizné bilkoviny a oligopeptidy, pfedevsim cytokiny, terapeutické protilatky vcetné protilatek stimulu-
jicich imunitni systém, dale jsou sem fazeny vakciny, T-lymfocyty — druh bilych krvinek zajist'ujicich imunitu upravenych
tak, aby na svém povrchu mély receptory rozeznavajici antigeny nadorovych bunék, pfirozené i syntetické oligo- a polynuk-
leotidy, nativni (,,divoké®) geny zkousené jako nahrada mutacemi poskozenych tumorsupresorovych genti, genova terapie
vyuzivajici geny zabudované do virQ, plasmidu a jinych vektorti, bunécna terapie a vyuziti onkolytickych vird a bakterii.

Léciva s biopolymernim charakterem se v terapii (nejen protinddorové) uplatiuji sice jen poméerné
kratce, presto si vSak jiz vydobyly vyznamné postaveni a jejich vyznam neustéle roste. I kdyz jejich
Vyvoj a vyroba nejsou predmétem bézné chemie 1éCiv, je ucelné se s nimi alespon struéné seznamit.

ATC Kklasifikace si s nimi zatim spiSe nevi rady. Star$i biopolymerni 1é¢iva fadi do skupiny L03 Imunomodulacni
latky, podskupiny A Imunostimulanty, ktera se dale ¢leni na LO3AA, Faktory stimulujici kolonie (jde o riistové fakto-
ry, které stimuluji riist kmenovych bun€k kostni dfené a jejich diferenciaci na krvinky nebo jiné krevni bunky),
LO3AB Interferony, LO3AC, Interleukiny a LO3AX, Jiné imunomodula¢ni latky. Nové&jsi biopolymerni 1é¢iva pak
jsou zafazena do ATC skupin LO1XC Monoklonalni protilatky a LO1XX Jina antineoplastika. Podle udaja theparmalet-
ters bylo jiz povoleno terapeutické pouziti pres 200 ,,biologickych 1&¢iv* a ve vyvoji jich ma byt na 1.500, z toho vice neZ treti-
na protinadorovych. Az 75% protinadorovych 1é¢iv ve fazi II a III klinického zkouSeni a v registra¢nim fizeni ma patfit mezi
biologicka 1é¢iva a mezi noveé povolovanymi i jiz zavedenymi piipravky predstavuji ,,biologika® vyznamnou skupinu.

Rozvoj trhu biologickych 1é¢iv mé pied sebou urcité prekazky: patentovou ochranu dosavadnich
ptipravkil a zatim ne zcela vyjasnénou a nejednotnou problematiku povolovani jejich napodobenin.

Prvni generické napodobeniny biofarmak se objevily az v poslednich letech. V Evropé jich bylo zatim povoleno vice, §lo vSak
prevazné o polypeptidicka 1éCiva, ktera maji ve srovnani s terapeutickymi protilatkami jednoduchou strukturu. V USA bylo
prvni bioenerikum — bioekvivalentni filgrastim — povoleno az v bieznu 2015 a jeho povoleni vyvolalo hned soudni spor. Léko-
vé agentury sice vydaly smérnice pro povolovani biogenerik (EMA v poloving r. 2011, FDA v tinoru 2012), ty vSak zatim
nejsou sjednocené. Zatimco pripravit piesné ekvivalenty nizkomolekularnich 1é¢iv je relativné snadné, u biopolymernich latek
s komplikovanou stavbou molekul to mize byt zcela nemozné. Svétové 1ékové agentury proto ve svych smérnicich proto ne-
pouzivaji termin biogenerika, ale spise ,,bionapodobeniny* (biosimilars) nebo dokonce ,biovylepseniny* (biobetters). Jejich
makromolekuly se sice ponékud lisi od ptivodnich piipravki, zasahuji vsak stejné cilové struktury.

Imunomodulaéni latky — cytokiny

Cytokiny (nazyvané nékdy lymfokiny) jsou malé regulaéni bilkoviny resp. glykoproteiny imunit-
niho systému, jejichZ funkce a interakce maji vyznamnou roli pifi zanétlivych reakcich, astmatu,
virovych infekcich a také nadorovych onemocnénich. V soucasné dobé je znamo na 200 cytokind.
Déli se na interleukiny, interferony, ristové faktory a dalsi typy cytokint.

Zprvu byly tyto latky pfipravovany izolaci (napf. interferon a z leukocytl aktivovanych virem Sendai), dnes jsou
vyrabény pievazné biotechnologicky pomoci bakterii nebo kvasinek s upravenym genomem. Rekombinantni cytokiny
ziskavané pomoci bakterii nejsou glykosylované, k piipravé cytokini obsahujicich cukernou slozku je tieba pouzit
bunky vysSich organismi (nejdiive to byly leukocyty, nyni se vétSinou pouzivaji ur¢ité kmeny kvasinek). Nékteré
cytokiny mohou mit né€kolik podtypi, které se ponékud odlisuji svoji strukturou, maji vak stejné biologické t¢inky.
Interferony byly charakterizovany jako mediatory odezvy odpovédi organismu na infekci viry.

Maji fadu podtyptl, které se 1isi zastoupenim aminokyselin v polypeptidickém fetézci. Objeveny byly v supernatantu tkanové
kultury bun€k inkubovanych s tepelné inaktivovanym chiipkovym virem. Degraduji virovou RNA a inhibuji syntézu bilkovin
potrebnych k mnozeni viru. Kromé toho aktivuji i nékteré buiiky imunitniho systému (makrofagy a tzv. ,,pfirozené zabijece*),
podileji se na regulaci rtstu a diferenciaci bunék a maji cytotoxicky ucinek na nékteré nadorové buiky. Izolovany byly 3 hlavni
typy interferonti (nékdy jsou rozeznavany 4 typy), které maji fadu podtypt. Interferon a (IFNa) je v organismu produkovan
leukocyty, pouziva se zejména pii 1é€bé maligniho melanomu, nadort ledvin a nékterych typt leukemii a lymfoma, mimo
oblast onkologie k 1écbé Zloutenky typu C. Pacientlim s melanomem se aplikuje jako podkozni injekce nejprve 5 x a pak 3 x
tydné. Vyhodnéjsi je ,,pegylovany* interferon o (s navazanym polyethylenglykolem), ktery ma prodlouzeny biologicky polocas
a muze se proto aplikovat jen 1 x za tyden. Interferon f je produkovan fibroblasty a bunkami epitelu, ma podobné indikace
jako interferon a, hlavné se ale pouziva k 1é¢bé roztrousené sklerozy. Interferon y vznika v lymfocytech, mize slouzit pii
lécbe chronické lymfocytarni leukémie, Hodgkinovy nemoci a s vétSimi ¢i mensimi tspéchy byl zkousen pii 1écbé riznych
solidnich nadort. Terapeutické vyuziti interferonu y v onkologii je vSak stejn€ jako v piipadé interferonu B jen okrajové.
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Interleukiny jsou glykoproteiny produkované bilymi krvinkami, jejichz ulohou je zajisténi ko-
munikace mezi leukocyty.

Interleukind je fada, nékteré z nich jsou protinadorové ucinné. Uplatnéni jako 1é¢ivo nalezl zejména rekombinantni inter-
leukin 2, rIL-2, aldesleukin (Proleukin, Novartis) tvofeny 133 aminokyselinami. Mezi jeho u€inky patii zvySovani ucinnosti
protilatek nebo aktivace bun¢k imunitniho systému, jako jsou ,,pfirozené zabijecské bunky* (natural killer cells, NKC), které
se tim stavaji cytotoxické a mohou likvidovat naddorové builky. Pouziva se k 1é¢b¢ maligniho melanomu a nadorti ledvin.
Problémem jsou vedlejsi ucinky, zejména zvySeny tunik plasmy z krevnich kapilar. Ten roste pfi zvySovani davek, k némuz
svadi rychlé odbourani IL-2 v krvi. K 1é¢bé relapsti akutni myeloidni leukemie byla povolena zajimava kombinace histamin
dihydrochloridu s interleukinem 2 (histamin je mediatorem alergickych reakei, v kombinaci posiluje ptisobeni IL-2 na bui-
ky imunitniho systému). Vyvinut byl modifikovany IL-2, ktery ma nizsi vedlejsi u€inky. Aktivatorem imunitniho systému
ma byt interleukinovy ,.koktejl* obsahujici IL-12, -15 a -18. Pfi 1é¢bé nadorti melanomu, pankreatu, ledvin a plic byl nebo je
Vyvijen je IL-15 s napojenym vazebnym mistem jeho receptoru IL-15Ra, ktery ma byt jako ucinnéjsi a 1épe tolerovany nez
piirozené IL-2 a IL-15. Jako zajimavost lze uvést, Ze vr. 2018 byl povolen ptipravek tagraxofusp (Elzonris, Stemline
Therapeutics) — IL-3 s pfipojenym zaskrtovym toxinem. Tagraxofusp se vaze na buiky s receptorem pro IL-3. Je ur¢en pro
terapii velmi agresivniho typu maligniho hematologického onemocnéni BPDCN - nadoru z blastickych plasmocytoidnich
dendritickych bunck se $patnou progndzou, pro néjz piedtim neexistovala vhodna terapie

Z ostatnich cytokint stoji za zminku pfedevsim tumory nekrotizujici faktor, TNF.

TNF ma vyznamné funkce v regulaci obrannych mechanismi organismu. Zprostredkuje zanétlivé reakce a zvysuje télesnou
teplotu. Jedna z jeho forem, TNFo, kachektin, miize vyvolavat apoptozu nadorovych bunék. U¢inkem TNFa byva nékdy
vysvétlovana spontanni regrese, samovolné vymizeni nadoru. I kdyz byly protinddorové ti¢inky TNFa studovany fadu let,
jeho vyuziti v onkologii nepiekro€ilo experimentalni ramec. Nékdy byly sice dosazeny piiznivé vysledky, ukazalo se vsak,
ze terapie TNFa je znacné rizikova. TNFa je odpovédny za kachexii (ochablost organismu) u pacientd s rakovinou, je medi-
atorem septického Soku, revmatické horecky, Crohnovy choroby a dalich autoimunitnich a zanétlivych onemocnéni. Pfi
jejich 1é¢be jsou dokonce pouzivany protilatky, které TNF nebo jeho receptory blokuji. Jejich pouziti je pfitom kontroverzni,
protoze u pacientd mize narGstat vyskyt nadorovych onemocnéni. Podobny ucinek jako TNF ma TRAIL (TNF-related
apoptosis inducing ligand), ktery miZe vyvolavat bunéénou smrt. Podle predbéznych vysledkd mohou bilé krvinky
s pfipojenym TRAIL zabraiiovat metastdzovani a pro likvidaci nadorovych bunék neodstranénych pii chirurgickém zasahu
byly vyvinuty lipidické nanocastice s pfipojenym TRAIL a adheznim receptorem E-selektinem.

Kolonie stimulujici faktory (colony stimulating factors) jsou ristovymi faktory bunék kostni diené.

Indukuji jejich diferenciaci, ovliviji diferencované buiky v riznych stadiich dozravani i nékteré regulacni procesy
organismu. Nazev dostaly, protoze v tkanovych kulturach vyvolavaji rist kolonii krevnich bun¢k. Nemaji cytostaticky
ucinek, v onkologii se pouzivaji jako doplitkovy I€k k potlaceni neutropenie, nedostatku neutrofilti (nejcasteji zastoupe-
ného typu bilych krvinek), ktery byva nezddoucim ucinkem chemoterapie a zptsobuje zvySenou nachylnost k infekcim.
Pouzivan je filgrastim a jeho derivat stabilizovany navazanim polyethylenglykolu pegfilgrastim (Neupogen a Neulasta,
Amgen), rekombinantni faktor stimulujici kolonie granulocytd G-CSF (granulocyte colony stimulating factor), dale i
jeho analog s navazanym methioninem tbo-filgrastim (Granix, Teva), glykosylovany G-CSF, lenograstim (Granocyte,
Chugai Pharma) a glykosylovany G-CSF s navazanym polyethylenglykolem lipegfilgrastim (Lonquex, Teva). Generic-
ky filgrastim (Zarxio, Sandoz) byl prvni ,,bionapodobeninou’ povolenou v USA, jeho schvaleni ale provazely soudni
patentové spory. Z dalSich ristovych faktori byl zkouSen faktor stimulujici kolonie granulocyti a makrofagi, GM-CSF
— molgramostim, ten ale byl schvalen jen pro neonkologickou indikaci — 1é¢bu syndromu akutni dechové tisné. Glyko-
sylovany GM-CSF sargramostim (Leukine, Sanofi) produkovany geneticky upravenymi kvasinkami byl schvalen pro
doplnkovou 1écbu nékterych hematologickych malignit po transplantaci kostni diené. U pacientli 1écenych ristovymi
faktory se vSak ponékud zvysuje riziko, Ze naopak budou pusobit i jako rtistové faktory nadorovych bunck, zejména
pacientl s myelomy. Zjisti-li se po jejich aplikaci, Ze progrese onemocnéni pokracuje, musi byt okamzité vysazeny.

Mezi ristové faktory patii i epoetiny, glykoproteiny produkované v ledvinach, které fidi tvorbu
cervenych krvinek.

Epoetiny jsou zarazeny do ATC skupiny B03 Antianemika, pouZzivaji se ale i v onkologii jako podptirny prostiedek
k obnoveni rustu cervenych krvinek. To je sice piinosem, protoze se vSak mnozi idaje o zrychleni rtistu nadorti a o zvy-
Seném poctu imrti pacientti s nadory prsu a délozniho ¢ipku po podani epoetini bylo v r. 2008 doporuceno, aby bylo
omezeno jejich pouzivani epoetinti v onkologii. V terapii se pouziva epoetin a, popf. stabilngjsi darbepoetin a a epoetin
B navazany na o-methoxypolyethylenglykol. Podobné jako u jinych rtstovych faktort je jejich pouziti kontroverzni.
Kromé jednotlivych cytokinti se v terapii nddort hlavy a krku byla zkouSena (faze III) i jejich smés Multikine (Cell
Sci) obsahujici IL-1, IL-2, IL-6, IFN-y, TNF-a a GM-CSF v definovaném slozeni a vzajemnych pomérech. Smés ma
indukovat imunitni odezvu na nadorové bujeni tim, Ze méni typ imunitnich buné¢k infiltrujicich nador z ,,CD-8* na
,,CD-4%, proti kterym nemaji nadorové buiiky vyvinutou toleranci.
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Monoklonalni protilatky

Jeden z nejvyznamnéjSich piinost pro protinadorovou terapii i diagnostiku predstavuji protilatky.
Jsou to bilkoviny, vétSinou glykosylované, které dovedou rozpozndvat antigeny (bakterie a viry
cizorodé¢ bilkoviny, ale 1 specifické bilkoviny, glykoproteiny nebo i1 polysacharidy vyskytujici se
na povrchu infikovanych nebo néddorovych, nékdy ale i bun¢k normdlnich tkani), vazat se na n¢ a
likvidovat riznymi mechanismy ty buiiky, které pfislusSné antigeny maji na svém povrchu.
V protinddorové terapii mohou byt protilatky vyuZzity rGznym zptisobem. Mohou ,,neutralizovat®
rustové faktory a dalsi latky signalizujici buiice, Ze se ma délit, a to bud’ navazanim na samotny
faktor nebo signaliza¢ni molekulu, nebo na jejich receptory, ¢imz zabrani predani signalu buiice, aby
rostla a dé¢lila se. Jiné protilatky mohou aktivovat imunitni systém k zasahu proti nidorovym buii-
kam nebo mohou poslouzit k nasmérovani 1é¢ivych pripravki k nadorové tkani.

Zakladni jednotkou protilatek jsou imunoglobuliny G (IgG), glykosylované plasmatické bilkoviny
o molekulové hmotnosti asi 150 kDa, které¢ mohou vytvaret dimery (IgA) nebo i pentamery (IgM).

IgG maji tvar pismene Y a jsou tvofeny dvojicemi stejnych polypeptidickych fetézct — ,,lehkych* a ,tézkych®, propo-
jenych disulfidickymi mistky. Na konci lehkych fetézcth jsou variabilni ¢asti, které rozpoznavaji antigen.

s antigenem
Monomer
IgD, IgE, 1gG
Dimer
IgA

':et'? . Variabilni oblast
retezee Pentamer
. Konstantni oblast IgM

Protilatky se tvofi po imunizaci zvitat nebo ¢loveka antigeny. Vznikaji v lymfocytech (bilych krvinkach) typu B. Ty jsou tvo-
feny riznymi populacemi (klony) bunék, takze vytvarené protilatky jsou polyklonalni, tj. jsou smesi pribuznych bilkovin s
riznou afinitou k antigenu. Polyklonalni protilatky byvaji soucasti vakein. Kdyz se po imunizaci pokusného zvitete (mys)
ziskaji ze sleziny lymfocyty B a plsobenim polyethylenglykolu se spoji s nesmrtelnymi nadorove pteménénymi bilymi krvin-
kami (myelomovymi butikami), které samy protilatky vytvatet nemohou, vzniknou fiizované buniky zvané hybridomy. Ty si
zachovavaji vlastnosti piivodnich bunék — schopnost lymfocyti B vytvaret protilatky i schopnost nadorovych bunék neomeze-
né se mnozit. Hybridomy se oddéli od nefizovanych myelomovych bunék kultivaci ve specialnim médiu, kde mohou rist jen
slezinné buiky a hybridomy. Pocet déleni normalnich slezinnych bunék je vSak limitovany, takze po urcité dobé odumiou a
v bunééné kulture ziistanou jen hybridomy. Kultura se pak dale se mnozi v jamkach mikrotitra¢nich desticek. Predtim se nafedi
tak, aby do kazdé jamky prisla jen jedina hybridomova bunka. Po namnozeni se ziskaji rizné klony bun€k. Klony v kazdé
jamce jsou tvofeny stejnymi bunkami, takze i protilatky jimi produkované jsou identické, ,,monoklonalni“. Protilatky produ-
kované kazdym klonem se otestuji na schopnost interagovat s urcitym antigenem. Po otestovani se k dalsi kultivaci vyberou
hybridomy, které stabiln¢ vytvareji nejucinnéjsi protilatky. Kultivace se provadi v tkanovych kulturach, mize se ale provadét i
in vivo. Pfitom se hydridomové buriky obvykle injikuji do btisni dutiny mysi, kde pak dochazi ke vzniku nadoru, ktery vylucuje
protilatky do tzv. ascitické tekutiny. Z t& se pak monoklonalni protilatka izoluje. Za vyvoj hybridomové techniky ptipravy
monoklonalnich protilatek byli v r. 1984 César Milstein a Georges Kohler ocenéni Nobelovou cenou.

Misto interakce

Tézky
fetézec

Monoklonalni protilatky jsou plasmatické glykoproteiny s jednotnou strukturou a stejnym vysoce
specifickym a selektivnim uc¢inkem. Lze je tedy povazovat za chemicka individua.

Nazvy monoklonalnich protilatek maji koncovku —mab (od monoclonal antibody, antibody je anglicky protilatka).
Koncovce —mab predchazi jedna nebo dvé hlasky, jimiz jsou protilatky blize charakterizovany. Mysi protilatky (kon-
covka —omab) se pouzivaji hlavné v diagnostice. Pro terapii nejsou vhodné, protoze pro lidsky organismus jsou cizo-
rodymi bilkovinami, které vyvoldvaji tvorbu jinych protilatek a nasledn¢ nezddouci imunitni reakce. Pouzivaji se
nasledovniky v podstaté neméla. Byl to muromomab-CD3, protilatka proti receptoru CD3 na povrchu T-lymfocyta,
bun€k imunitniho systému. Muromomab-CD3 byl pouzivan jako imunosupresant k potlaceni akutniho odmitani trans-
plantovanych organi organismem. Zkousen byl i v protinddorové terapii, pii 1€cbé akutni lymfocytické leukemie
vychézejici z T-bunék. V této indikaci nebyl vsak uspésny. Uginny byl hlavné p#i prvnim podani, pii opakovaném
podani dochazelo ke snizeni u¢innosti a dokonce i k anafylaktickému Soku. Mysi monoklonalni protilatky byly pozdé-
ji povoleny jen pro radioterapii, kdy protilatka slouzi k nasmérovani navazanych radioizotopt k nadoru a to, Ze mize
vyvolat imunitni reakci organismu na cizorodou bilkovinu, tolik nevadi.
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Reseni problémi s nezadoucimi imunitnimi reakcemi piineslo pouziti rekombinantnich monoklo-
nalnich protilatek. Ty se ziskavaji tak, ze se pfipravi segmenty DNA kddujici urcité ¢asti protilatek.
Retézec DNA kodujici variabilni ¢ast mysi protilatky, ktera rozeznava antigen, se pak spoji s lidskou
DNA koédujici konstantni ¢ast protilatky. Pak se jesté¢ miize provést fizend mutageneze nékterych nuk-
leotid, ktera zajisti dalsi ,,humanizaci‘ rekombinantni protilatky. Produktem jsou bud’ ,,chimérické*
protilatky (-ximab) s lidskymi tézkymi fetézci a mySimi lehkymi fetézci nebo ,,humanizované“
protilatky (-zumab), u nichz zlstava mysi jen variabilni fragment lehkého fetézce protilatky.
Protinadorové protildtky mohou mit pted témito koncovkami jesté slabiku —tu— (od tumor)
Zkouseny byly i chimérické protilatky se snizenou imunogenicitou, které sestavaji z variabilni oblasti protilatek primati —
opic makakti a konstantni ¢asti lidskych protilatek. V protinddorové terapii se ale neuplatnily.
Rekombinantni DNA se vpravuji pomoci vhodného vektoru do produkénich bunék, v nichz je vne-
sena kodujici DNA piepisovana na protilatku. Jsou to obvykle bunky vaje¢nikii ¢inského kiecka
(CHO) nebo mysi myelomové buiiky (NSO). K produkci protilatek mohou byt pouzity i kvasinky
Pichia pastoris, ne vSak bakterie, jako napft. E. coli, které neumi bilkoviny glykosylovat).
Produkéni bunky pii kultivaci v tkanovych kulturach (nebo dnes Casto i v jednorazovych bioreaktorech) sekretuji
protilatky. Po vytvofeni dostate¢ného mnozstvi protilatky se buniky odstredi, supernatant podrobi mikrofiltraci a proti-
latka se izoluje. Pfitom se vyuzivaji rizné chromatografické techniky, nejprve zpravidla afinitni chromatografie na imo-
bilizovaném proteinu A (bilkovina izolovana z kultur bunék zlatého stafylokoka) nebo proteinu G (rekombinantni strep-
tokokova bilkovina), které se vyznacuji vysokou afinitou k imunoglobulinim. Pfitom se na sorbentu zachyti protilatky,
zatimco jiné bilkoviny z bun¢k producenta a dalsi latky obsazené v médiu protecou. Po eluci se ziska protilatka az v 80%
Cistoté. Nasleduje snizeni pH k inaktivaci virti, pfi¢emz se oddéli virové Castice, dalsi 1-2 chromatografické Cistici stupné
a nakonec mikrofiltra¢ni krok k finalni eliminaci virti, které mohly kontaminovat produkéni zivocisné bunky.
Typy menoklonalnich protilatek pouZivanych nebo zkouSenych v protinadorové terapii
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Ibritumomab tiuxetan {CD204  Cetuximal (EGFR) Trastuzumab (HER2) Panitumumab {EGFR)
Tositumumab-1 13 {(CD20y Rituximab {CD20) Bevacizumab {VEGF) Ipilimumaby (CTLA-4)
Bavituximab (fosfolipidy) Alemtuzumalb {CD52) Tremelimumab (CTLA-4)
Lintuzumab (CD33) Nivolumab (PD-1)
Pertuzumab {HER2} Mapatumumab (TRAILreceptor 1)
Elotuzumaly {CS51) Ofatumumalby {CD24)
Himetuzumal (EGFR) Zanolimumab /CD4}
Pembrolizumab (PD-1) Hecitumumab {EGFR}

Zalutumumab {(EGFR)
Gemtuzumab ozoegamicin (CD33)  pamucirumab (VEGFR2)
Lorvetuzumab mertansin (CD56) Denosumab {protein RANKL)
Trastuzumab emtansin (HER2)

Humanizované protilatky mohou obsahovat az 95% lidské bilkoviny. Pro humanni terapii jsou ovSem
nejvhodngjsi ,,zcela lidské* protilatky (-umab). Ty by mohly teoreticky byt ziskavany z hybridomi
ptipravenych fuzi lidskych lymfocyti B a nadorovych bunék. To ale neni bez problému, takze pfi je-
jich produkeci dostalo pfednost vyuziti transgennich mysi s lidskymi geny. K vybéru vhodnych lid-
skych protilatek slouzi ,,fagova prezentace* (phage display) a podobné techniky vyuzivajici interakci
protilatek vystavenych na povrchu bakteridlnich, kvasinkovych nebo 1 sav¢ich bungk
s modifikovanym genomem s antigeny, popt. techniky c-DNA, ribosomalni nebo m-RNA prezentace.

K fagové prezentaci, jejiz ptivodce George Smith z Univerzity v Missouri se podilel na Nobelové cené za chemii 2018, se
vyuziva infekce bakterialnich bunck, obvykle Escherichia coli, modifikovanymi bakteriofagy, jejichz DNA kodujici obalovy
protein se spoji s genem kodujicim lidské imunoglobuliny. Fag se v bakteriich pomnozi. Pfitom vzniknou fagy
s modifikovanou obalovou bilkovinou, které se pak z bakteridlnich bun€k uvolni vlastni Iytickou aktivitou nebo za tcasti po-
mocného faga. Uvolnéné fagové Castice se pak nechaji interagovat s antigenem imobilizovanym v jamkéach mikrotitracnich
desti¢ek. Po promyti zlistanou zachycené fagy, jejichz obalovy protein obsahuje protilatku, zatimco fagy se zabudovanymi
net¢innymi bilkovinnymi fragmenty se vymyji. Pak se zachycené fagy uvolni a znovu pomnozi v bakteriich. Vybér se pak
opakuje, az se nakonec timto procesem molekularniho klonovani nazvanym pfiznacn€ ,ryzovani“ ziskaji fagy, v jejichz
obalové bilkoving jsou zabudovany lidské protilatky s nejvyssi aktivitou k antigenu. Nakonec se procesem nazvanym transduk-
ce pienese DNA kodujici ticinnou lidskou protilatku z faga do vhodnych produkénich bunék.
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Alternativou fagové prezentace by mohly byt techniky, pfi nichZ jsou rizné bilkoviny prezentovany na povrchu bakterialnich
nebo kvasinkovych bunék s upravenym genomem. Pfi pouziti modelového antigenu vsak byly vysledky selekce vhodné proti-
latky pii bakterialni prezentaci horsi nez pii fagové prezentaci. Techniky cDNA a mDNA prezentace vyuzivaji napojeni oligo-
nukleotidového fetézce pomoci puromycinu jako linkeru na genem koédovanou bilkovinu. Pfi ribosomalni prezentaci se vyuZi-
va napojeni mRNA na ribosom pomoci spojky neobsahujici stop kodon. Vznikajici komplex tvofeny m-RNA, ribosomem a
kddovanou protilatkou se tak nerozlozi, takze mtize dojit k vybéru protilatek na zaklade interakce s vazanym ligandem.

Problémy s pouzitim mysich protilatek znamenaly, Ze az 8 let po muromomabu-CD3 byla pro terapii
povolena dalsi protilatka. Byl to abciximab, chimérickd protilatka urcena k rozpousténi krevnich sra-
zenin. V protinadorové terapii se protilatky zacaly pouzivat v r. 1997, kdy byl povolen rituximab. Vy-
voj terapeutickych monoklonalnich protilatek i jejich vyroba jsou velmi naro¢né, coz se odrazi v jejich
vysokych cenach — za jejich zdvazny vedlejsi ucinek je proto nékdy povazovana ,,finanéni toxicita®.

Rituximab (Rituxan, MabThera; Roche) je chiméricka protilatka, ktera se vaze na antigen CD-20 vyskytujici se na po-
vrchu nezralych B-lymfocytl, ne vSak diferencovanych krevnich bunék. OsvédcCil se pfi terapii tzv. nehodgkinskych
lymfomt, nadord lymfatickych zlaz vychazejicich z B-lymfocyti, nové je indikovan i pii revmatoidni arthritidé. Presny
mechanismus uéinku neni znam, zfejmé se pii ném kombinuje nékolik efektti vedoucich k eliminaci bunék, které na
povrchu maji antigen CD20. To umoziuje, aby se z kmenovych bunék vyvinuly nové zdravé B-bunky. V posledni dobé
bylo pfipraveno nékolik ,,bionapodobenin® Rituxanu. Z nich jiz byly v r. 2017 povoleny Truxima (Celltrion) a Rixathon
(Novartis). Firma Roche hodla celit konkurenci podkozni injekei rituximabu nahrazujici dosavadni infuzi do zily

Druhou monoklonalni protilatkou zavedenou do protinadorové terapie byl trastuzumab (Herceptin, Roche), ktery byl povolen
vr. 1998. Je to humanizovanad monoklonalni protilatka proti receptoru HER2 (Her2/neu resp. erbB-2), ktery patii do rodiny
receptortl pro lidsky epidermalni ristovy faktor EGF. ZvySené mnozstvi receptoru HER2 se vyskytuje v buiikdch nekterych
nadort prsu i nékterych jinych nadort. Trastuzumab se vaZe na receptor, zablokuje jej a tim brani prenosu signalu k bunéénému
déleni. Kromé toho potlauje angiogenesi a miiZze svoji vazbou na receptor nasmérovat imunitni systém k likvidaci bun¢k
s navazanou protilatkou. Pouziva se k 1écb¢ pokrocilych metastazujicich nadort prsu u pacientek s pozitivnim nalezem recepto-
ru HER2, které nereagovaly na dva ptedchozi rezimy chemoterapie. Je aplikovan intravendzné, nyni je zkouseno subkutanni
podani. Trastuzumab je jednou z nejpouzivanéjsich terapeutickych protilatek. Zakladni patent, ktery jej chrani, proexspiroval
vr. 2014. Z jeho napodobenin byly povoleny Ogivri (Mylan) a Ontruzant (Samsung Bioepis, Merck), Herzuma (Celltrion a
Teva) a Kanjinti (Amgen). Vr. 2012 v USA a vr. 2013 v EU povoleny pertuzumab (Perjeta, Roche) je dalsi protilatkou proti
HER2 receptoru. S receptorem interaguje na jiném misté nez trastuzumab, pti sou¢asném podani ptisobi ob¢ protilatky syner-
gicky. Dokoncovéno je zkouseni margatuximabu, rovnéz protilatky proti HER2.

Receptory pro EGF blokuje také chimérickd monoklonalni protilatka cetuximab (Erbitux, BMS, ImClone), s niz byl spojen
skandal na trhu akcii. Manazéfi firmy ImClone se na sklonku roku 2002 dozvédéli, ze FDA bude zadat doplnéni vysledkt
klinickych zkousek cetuximabu. Tuto informaci ale pozdrzeli a rychle prodali akcie firmy. Po zvefejnéni oznameni FDA
cena akcii ImClone klesla z 20 $ na 6 $, ¢imz byli ostatni akcionafi poskozeni. Manazéfi firmy pak byli odsouzeni k odnéti
svobody za zneuziti informaci v obchodnim styku (insider trading). Pfes finanéni potize se ale nakonec firm¢ ImClone po-
darilo klinické zkousky dokoncit. V ¢ervenci 2004 byl cetuximab schvalen FDA pro 1é¢bu nadort koneéniku a stiev a
v bieznu 2006 pro 1éCeni nadorid hlavy a krku. U pacientt se ale rychle vyviji rezistence. Jinou monoklonalni protilatkou
proti receptoru EGF je nimotuzumab (Theraloc, Theracim, YM Biosciences), ur¢eny rovnéz pro 1é¢bu nadort hlavy a krku
a krom¢ toho i nadortt mozku (zadost o povoleni u EMA ale byla stazena) a pankreatu. Zkousky necitumumabu (Portrazza,
Eli Lily), dalsi protilatky proti EGFR, pfi 1é¢b¢ melanomu nebyly Gspésné. Lepsi vysledky piineslo jeho zkouseni u pokroci-
Iych stadii jednoho typu nadoru plic. Pfestoze nakladna terapie prodluzovala Zivot pacientt jen o tydny, byl v listopadu 2015
necitumumab pro tuto indikaci povolen FDA. Problematické jsou i jeho vedlejsi u€inky — tvorba krevnich srazenin. U nado-
ra hlavy a krku je zkousen i zalutumumab (HuMax-EGFr, Genmab). Nejnovéji povolenou terapeutickou protilatkou proti
receptoru pro EGF je panitumumab (Vectibix, Amgen), zcela lidska protilatka pro terapii pacienti s jinak nelécitelnymi
nadory stfev a konecniku. Protildtkou proti vaskularnimu endotelidlnimu rdstovému faktoru VEGF je bevacizumab
(Avastin, Roche). Ten se vaze na rustovy faktor, ktery pak nemtize interagovat se svym receptorem. Vysledkem je zabloko-
vani prenosu signald pro rtst cévek zasobujicich nador. Bevacizumab byl schvélen v r. 2004 jako 1€k proti metastazujicimu
kolorektalnimu karcinomu, pouziva se v kombinaci s 5-fluoruracilem. Pozdéji byl povolen k 1é¢bé nadort plic, ledvin, prsu a
mozku. Prodluzuje zivot pacientl s mesotheliomem a pouziva se i v onim lékafstvi. Jeho napodobeninou je Zirabev (Pfizer)
Protilatkou proti receptoru pro VEGF je ramucirumab (Cyramza, Eli Lilly) povoleny v letech 2014-5 pro terapii nadort
plic, zaludku, stfev a konecniku, pozd¢ji i proti nddorim mocového méchyie a jater, zkouSeny u dalSich nadort.

V1. 2009 byl pro 1écbu chronické myeloidni leukemie povolen ofatumumab (Arzerra, Genmab), Cist€ humanni protilatka
proti CD20, antigenu, ktery je cilovou strukturou i pro rituximab a v lednu 2016 se povolena indikace rozsifila i na chronickou
lymfoidni leukemii. Malo uspésné zkousky ale byly lécby lymfomt, zda se ale, Zze by se mohl uplatnit i mimo onkologii, pfi
lécbé roztrousené sklerozy. Alemtuzumab (Campath, Genzyme) je protilatkou proti antigenu CDS52, ktery se vyskytuje na
povrchu zralych lymfocytt, ale ne na povrchu kmenovych bunék, z nichz lymfocyty vznikaji. Pouziva se k 1é¢bé chronické
lymfocytické leukemie a lymfomd. Dalsi zaregistrovanou protilatkou je mogamulizumab (Poteligeo, Kyowa), povoleny
pro lécbu jednoho typu lymfomu a jeho vyrobee zada o povoleni pro dalsi lymfomové indikace.
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V1. 2010 byl nejprve pro lébu osteopordzy a pak i pro prevenci zlomenin u pacienttl s kostnimi metastazami povolen de-
nosumab (Xgeva, Amgen), lidska protilatka proti ligandu aktivujicimu receptor RANK, ktery se podili na regulaci odbourava-
ni kostni tkan¢€. Dinutuximab (Unituxin, AbbVie) povoleny FDA v bfeznu 2015 se vaze na povrch bunék neuroblastomu,
vzacného typu nadoru, ktery se vytvaii na nezralych nervovych bunkach déti. Pro 1é¢bu metastazujiciho kozniho skvaméz-
niho karcinomu je uréen cemiplimab (Libtayo, Regeneron). Do pokro¢ilych stadii klinickych zkousek dospél bavituxi-
mab (Peregrine), protilatka proti fosfolipidu, ktery se mé vyskytovat pouze na povrchu cév v nddorech. M nasmérovat
imunitni systém organismu na likvidaci bun¢k cévniho systému v nadoru a pak i bun¢k nadoru samotného. K zasahu proti
buiikdm cév v nadoru byla vyvinuta humanizovana protilatka proti endosialinu (tumorovému endotelidlnimu markeru 1, TEM-
1) s kddovym oznacenim MORAb-004 (Morphotec), kterd je zkouSena pfi 1é¢be€ nadorti stiev a konecniku. Ve fazi Il je u
nadorti vajecnikil zkousen farletuzumab, protilatka proti folatovému receptoru a, ktery se vyskytuje na povrchu bunek nador
prsu, vajecnikd, plic, ledvin, stfev a konecniku a nadord mozku. Girentuximab (Rencarex, Wilex), protilatka proti antigenu
CA IX, byl zkousen pii adjuvantni 1é¢b& nadord ledvin. Usp&$né vysledky pii 16¢bé metastédzujicich nadortt moGového méchyie
ptinesly zkousky enfortumabu, protilatky proti nektinu-4, ktery se vyskytuje v 97% nadori mocového mechyre.

Rada dalgich protilatek pro onkologické aplikace je v &asnych fazich vyvoje. Uspéch rituximabu a ofatumumabu vyvolal zdjem
o pripravu a zkousky terapeutického pouziti dalSich monoklonalnich latek proti povrchovému antigenu CD20 bilych krvinek
typu B, prestoze se vyskyt tohoto antigenu neomezuje jen na maligni B-lymfocyty. Protilatky proti CD20 zkousené pri 1écbé
nékterych hematologickych malignit jsou atumumab, okaratuzumab, ublituximab, veltuzumab a obinutuzumab (Gazyva-
1o, povolen na konci r. 2013 pro 1écbu chronické lymfocytické leukemie, v r. 2016 pro 1éceni folikularni leukemie a vr. 2017
folikularnich lymfomt1), dalsi protilatka proti CD20 okrelizumab je povolena pro 1é¢bu roztrousené sklerézy. Protilatkou proti
jinému antigenu CD22 na povrchu malignich, ale i zdravych B-lymfocyti je epratuzumab, ktery je Uspésné zkouSen
v kombinaci s chemoterapeutiky klofarabinem a cytarabinem pfi lécbé akutni lymfocytické leukemie. Na konci roku 2015 byly
pro kombinovanou 1écbu mnohocetného myelomu povoleny daratumumab (Darzalex, Johnson & Johnson), nove aplikova-
telny nejen v infuzi, ale i jako podkoZni injekce a elotuzumab (Empliciti, BMS), protilatky proti povrchovym antigenim mye-
lomovych bungk CD38 resp. glykoproteinu CS1. Usp&iné zkousky isatuximabu, dali protiltky proti CD38, by mély vyustit
v jeho povoleni v prvni poloving roku 2020. Na povrchu kmenovych myelomovych bunék je antigen CD19, s nimz interaguji
protilatky tafasitamab (MorphoSys) a MEDI-551 (Medlmmune). Tyto protilatky snizuji pocet kmenovych nadorovych bu-
nék, jejichz pocet po predchozi 1€¢bé nékdy narlista, coz mize byt pti¢inou navratu onemocnéni.

Protilatkou proti receptoru pro insulinu se podobajici ristovy faktor 1 (IGF-1R) je cixutumumab. IGF-1R, ktery je nadmémé
exprimovan v fadé nadorovych bungk, pfedava buikam signaly k naddorové preméné, proliferaci a metastazovani. Onartu-
zumab blokuje receptor pro hepatocytarni ristovy faktor HGF, se kterym je sptazena kinasa MET. Jeji abnormalni aktivace
vede k invazivnimu ristu riznych nadord. Protilatkou proti receptoru ROR1, ktery se vyskytuje na povrchu téméf vSech bunek
urcité¢ho typu lymfomt a chronické lymfatické leukemie je cirmtuzumab. Siltuximab je protilatka proti interleukinu 6, me-
diatoru zanétd a horecky. Zkousen je pii lécbé mnohocetného myelomu a lymfomd. Jinou protilatkou proti IL6 je tocilizamab,
ktery je primarné uréen k 1é¢bé reumatoidni arthritidy, u dlazdicového karcinomu hlavy a krku pomaha pfekonat radiorezisten-
ci. Olaratumumab (Lartruvo, Eli Lilly), protilatka proti destickovému rdstovému faktoru, prodluZzoval v kombinaci
s doxorubicinem dobu preziti pacientil se sarkomy mékkych tkani. V r. 2016 byl pro tuto indikaci podminéné povolen EMA
(podminéné povoleni je udélovano v piipadech, kdy je tieba doplnit data, ale dosud zjisténé piinosy vyrazné prevysSuji riziko),
zkousky faze 11 ale nebyly pfilis Gspésné. Klaudiximab (IMAB362) je protilatka proti bilkoving klaudinu 18.2 podilejici se na
tvorbé neproniknutelného spojeni bunék, zkousen je pii 16bé nadort zaludku.

Nekolik protilatek bylo vyvinuto proti receptorim na povrchu kmenovych nadorovych bunck nebo jejich ligandiim. Jejich
pouziti v protinadorové terapii by mélo zabranit recidivam onemocnéni. Demcizumab blokuje ligand DLLA, ktery aktivuje
signaliza¢ni drahu Notch dilezitou pro nadorové kmenové buiky. Vazbou na receptory Notch 2 a 3 blokuje tuto signalizacni
dréhu tarextumab. Podobné ptsobi bronktituzumab, ktery se vaze na receptor Notch 1. Vantiktumab blokuje receptor
Frizzled (= ,,nakadefeny*) na povrchu bunék , trojnasobné negativnich nadort prsu (bez nalezu receptort pro estrogen, proges-
teron a HER) a tim brani prenosu signalti k riistu a ptezivani kmenovych bunek.

Nekteré protilatky mohou aktivovat imunitni systém k zasahu proti nadorovym buinkam.

Duilezité buiiky imunitniho systému, T-lymfocyty, maji na svém povrchu jakasi kontrolni mista (checkpoints) imunitni odezvy,
coZ jsou receptory, které mohou pii interakci s ur¢itymi ligandy nebo antigeny tlumit imunitni odezvu organismu. Tim se orga-
nismus brani proti autoimunitnim onemocnénim, pri nichZ imunitni systém napada vlastni zdravé buiiky. Pfitom ale mize
selhavat likvidace nadorovych nebo virem napadenych bunék. Selekeni tlak ma za nasledek zvySovani mnozstvi téchto recepto-
1, coz brani imunitni obran¢ organismu. Blokada téchto receptort, popt. jejich ligandli, miize imunitni obranu reaktivovat.
(Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated protein 4). Za objevy téchto receptorti a moznosti jejich blokovani obdrzeli James P.
Allison a Tasuko Hondz6 (Honjo) vr. 2018 Nobelovu cenu. Receptor PD-1 podporuje apoptozu antigen-specifickych T-
lymfocytl v lymfatickych uzlinach a soucasné potlacuje apoptozu regulacnich (supresorovych) T-lymfocyti. Ma dva bilkovin-
né ligandy PD-L1 a PD-L2, které jsou produkovany fadou nadorovych bun¢k. Receptor CTLA-4 vypind imunitni odezvu pfi
interakcich s proteiny CD80 a CD86 vyskytujici se na povrchu antigen prezentujicich bunék. Dal§imi tlumivymi receptory jsou
TIM-3, LAG3 a VISTA a podobnou roli pfi tlumeni imunitni odezvy ma snad i adenosinovy receptor A2AR. Antagonisté
A2AR jsou ale zatim klinicky zkousené jen pti 1écbé Parkinsonovy choroby.
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Krom¢ zminénych receptorti a jejich ligandi mohou imunitni reakce organismu potlacovat i nékteré enzymy. IDO1, indolamin-
2,3-dioxygenasa katalyzuje prvni krok premény tryptofanu na kynurenin. Kynurenin negativné ovliviluje rist a zivotnost T-
lymfocyti. Aktivita IDO1 pii nadorové transformaci roste, takze se enzym podili na vzniku imunitni tolerance nadort.

Tlumeni imunitni odezvy organismu zajist'uji i regulacni T-lymfocyty, Tre. Bez nich by imunitni systém napadal vlastni tkané,
Trg se ale také podileji na blokovani imunitni obrany organismu pred nadorovym bujenim. Na povrchu Ty, bunék se vyskytuje
receptor GARP. Po jeho aktivaci transforma¢nim rtstovym faktorem TGF vzrtista imunitni tolerance nddorovych bunék. Blo-
kédda GARP by proto mohla piispét potlaceni nadorového bujeni.

Lécba protilatkami proti PD-1, CTLA-4 nebo jejich ligandiim je povazovana za prilom v boji s rakovi-
nou. Podle nékterych progndz by v pfistich 10 letech méla byt kli€ovou komponentou az 60% rezimi
protinadorové terapie. I kdyz je nékdy mimotadné uspés$na, lze ji zatim vylécit jen 20-40% pacientd,
jejichz nédor je infiltrovan dostatecnym mnozstvim T-lymfocyti. Diilezitou roli bude proto mit diagnos-
tika, ktera mize zjistit, kterému pacientovi draha imunoterapie pomuze a pro kterého nebude tc¢inna.

Problémem je i Casty vznik rezistence a recidiv onemocnéni zapfi¢inény mutacemi genl pro receptory tlumici imunitni
systém a ,,vyCerpanim“ T-lymfocytl, na némz se podili kromé& nardstu poétu tlumicich receptori a jejich ligandd snad i
zména jejich epigenetického profilu. Rezistenci je tieba pfekonavat nasazenim jiné protilatky, ,,vycerpani‘ imunitnich
bun€k Ize do jisté miry pfedchazet kombinaci protilatek blokujicich ,.kontrolni mista™ s 1éCivy potlacujicimi epigenetické
zmény, jako jsou napf. nukleosidy 5-azacytosinu nebo inhibitory histondeacetylasy. To ale dle zvySuje zna¢nou nakladovost.

Dalsim problémem je mozny vyskyt vedlejSich u¢inkd vyvolanych masivni produkci fady cytokint (,,cy-
tokinovou bouii*), které¢ pak aktivuji imunitni systém i pro boj proti vlastnim zdravym bunkam. Lze je
potlacovat kortikoidy, nékdy je ale nutny i drastictéjsi zasah. Pfi 1écb¢ melanomu lze omezovat vedlejsi
ucinky aplikaci protilatek aktivujicich imunitni systém ptimo do nddoru pomoci néplasti s mikrojehlemi.

Nivolumab (Opdivo, Bristol-Myers-Squibb), blokujici PD-1 i jeho ligand PD-L1 byl povolen v r. 2014 k 1écbé metastazujicich
melanomti a v r. 2015 pro 1é¢bu nemalobunéénych nadort plic, nyni je povolen v celkem 8 nadorovych indikacich. V fadé¢ indi-
kaci byl nebo je sam nebo v kombinacich zkousen. Podavani nimolumabu snizovalo velikost nadort plic pred operacemi i pocet
relapst. Jinou protilatkou proti PD-1 je pembrolizumab (Keytruda, Merck) povoleny rovnéz k 1é¢bé melanomu, nadort plic,
nové i nadord mocového meéchyie. Pembrolizumab byl nebo je tspésné, ale nékdy i neuspésné zkouSen samotny nebo
v kombinacich s dalsimi 1é¢ivy, popf. i radioterapii v celkem 268 studiich. Po tmrti 2 pacientti s mnohocetnym myelomem byly
2 zkousky vr. 2017 pozastaveny FDA a podobné byly pozastaveny i zkousky dalSich imunoonkologickych protilatek v této
indikaci, pak ale byly obnoveny. DalSimi protilatkami proti receptoru PD-1 jsou lambrolizumab zkouseny pfi 1écb¢ melanomu a
dalsich 5 nadorovych indikacich, cemiplimab (Libtayo, Regeneron a Sanofi) oznaceny za prilomovou terapii pii [é¢bé kozniho
dlazdicového karcinomu (po melanomu druhého nejzhoubnéjsiho kozniho nadoru), tislelizumab (BeiGene) zkouseny u nadort
plic, moového méchyte, jater, jicnu a lymfomt a v r. 2019 povoleny v Cing, STI-A1110 (Servier), zatim v preklinickém vyvoji.
V piipadé pidilizumabu (CT-011, Cure Tech ), zkouseného pii 1écbé n€kterych lymfomu byla interakce s PD-1 zpochybnéna,
klinické zkousky byly pozastaveny, ale pak bylo povoleno jejich obnoveni.

Atezolizumab (Tecentriq, Roche) blokuje ligand PD-L1. V kombinaci s paklitaxelem byl bieznu 2019 povolen k 1é¢bé metasta-
zujicich nadort prsu a nedlouho poté v kombinaci s chemoterapeutiky pro 1é¢bu malobunéénych a v prosinci i nemalobunéénych
nadort plic. V kombinaci bevacizumabem byl Gspésné zkousen i1 u nadori jater. V r. 2016 byl podmine¢né povolen pro 1é¢bu
nadortt mocového méchyte, nékteré vysledky ale byly problematické. Jinymi protilatkami blokujicimi PD-L1 je durvalumab
(Imfinzi, AstraZeneca) povoleny pro 1é¢bu nadortt moc¢ového méchyie a nadorti plic a avelumab (Bavencio, Pfizer a Merck
KGaA) povoleny pro 1écbu koznich nadorit vychazejicich z Merkelovych bun€k a nadorti ledvin, uspésné testovany pii 1écbé
vajecnikil, mo¢ového méchyte a mesotheliomu. Ob¢ protilatky obdrzely u FDA statut ,,prilomové terapie®.

V bieznu 2011 byl pro 1é¢bu pokrocilych stadii metastazujiciho melanomu dospélych a vr. 2017 pro 1écbu melanomii u déti
schvalen ipilimumab (Yervoy, Bristol-Myers Squibb), protilatka proti CTLA-4. Blokada CTLA-4 aktivuje pfedevsim T lymfo-
cyty s diferenciaéni skupinou bilkovin CD8 na povrchu, které patii mezi nejmocnéj§i zbran€ imunitniho systému. U Sestiny az
Ctvrtiny pacientii s melanomem prodlouzil ipilimumab vyznamné dobu jejich Zivota, ale nivolumab poskytoval lepsi vysledky.
Nejlépe se ale osvédCila kombinace ipilimumabu s nivolumabem, a to jak pii 1écbé melanomu, tak i nddort ledvin (kombinace
byla pro tuto indikaci v dubnu 2018 schvalena FDA jako terapie prvni volby), plic, jater, stiev a kone¢niku a n€kterych dalSich.
Studium této kombinace, ktera byla v piipadé nekterych nddora charakterizovana jako ,,ménici lécebnou praxi melo ukazat, ze
ipilimumab ,,instruuje T-lymfocyty, Ze maji reagovat na protilatky proti PD-1. U pacientl s nadory hlavy a krku vyznamné
zlepsuje ipilimumab kvalitu Zivota, u nadort prostaty ale Gspésny nebyl. Tremelimumab, jina protilatka proti CTLA-4, je u¢in-
ny pii 1é¢bé nadord jater, uplatnit by se mohl i pii 1écbé Zloutenky typu C. Zkousen byl i u nemalobunécnych nadorti plic
v kombinaci s durvalumabem. Vysledky ale nebyly uspokojivé a dokonce vyvolaly pochybnosti o ticelnosti kombinace protilatek
blokujicich PD-1 nebo PD-L1 s protilatkami proti CTLA-1.

Protilatkou proti dalsimu receptoru tlumicimu imunitni reakce LAG3 je relatlimab (Bristol-Myers Squibb), ktery ma rovnéz
blokovat rust nadort tam, kde doslo ke vzniku rezistence na nivolumab. Zatim je jen ve stadiu zkouseni stejné jako vyvijené
protilatky proti receptorim TIM-3 (TSR-022, MBG453, LY3321367) a VISTA (JNJ-61610588). Zajimava je i bispecificka
protilatka FS118 (Merck KGaA), kterd ma blokovat jak PD-1 tak i LAG3.
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Neékteré dalsi protilatky aktivuji imunitni systém jinymi mechanismy nez blokadou receptori tlumicich imunitni systém nebo
jejich ligandd. V kombinaci s interleukinem 2 byl zkousen WX-G250 (Rencarex, Wilex AG), monoklonalni chiméricka proti-
latka proti anhydrase kyseliny uhlicité IX, ktera se vyskytuje na 95% buikach nadorti ledvin, ne vSak na bunkach zdravych
ledvin. WX-G250 se vaze variabilni ¢asti na antigen, zatimco jeho konstantni Cast interaguje s receptorem na povrchu bunck
imunitniho systému nazyvanych pfirozeni zabijeci (Natural Killer — NK cells). Tim se nastartuje mechanismus imunitni obrany
zavisly na protilatce (ADCC — antibody dependent cellular cytotoxicity).

Podobnym mechanismem by mél ti¢inkovat OvaRex, jina protilatka fy Wilex, tentokrat proti antigenu C-125, ktery se vysky-
tuje na povrchu bun¢k nadort vajecnikid. Zptsobem podobajicim se uc¢inku protinddorovych vakcin aktivuje imunitni systém
oregovomab, protilatka proti nddorovému antigenu C-125, ktery mtize byt vazany na builkach nebo i cirkulovat v krevnim
obéhu. Komplex antigen-protilatka je piijat dendritickymi buiikami, které po zpracovani prezentuji fragmenty antigenu T-
buikam imunitniho systému. Vysledkem je imunitni odezva vedouci ke zvyseni doby pieziti pacientek s pokrocilymi stadii
nadort vajecnikd. IMP321, rozpustny rekombinantni fizni protein imunoglobulinu a extracelularni ¢asti aktivatoru dendritic-
kych bun¢k LAG-3, stimuluje prezentaci nadorovych antigenti cytotoxickym T-lymfocytim. ZkousSen je u metastazujicich
nadort prsu. Lirilumab a 1-7F9 jsou monoklonalni protilatky blokujici receptory KIR (Killer-cell Immunoglobulin-like Re-
ceptor), které tlumi nebo naopak aktivuji cytotoxicitu bunék imunitniho systému nazyvanych ptirozeni zabijeci (natural killers,
NK), jez umi rozpoznavat viry napadené nebo nadorové transformované buiiky. Zkousky lirilumabu pii 1écbé akutni myeloidni
leukemie byly zastaveny jako netispé$né, pokracuji vsak jiné klinické zkousky.

Vedle béznych monoklonélnich protilatek rozpoznavajicich jediny antigen mohou byt bioinzenyrsky-
mi metodami pripravovany a terapeuticky vyuzivany bispecifické protilatky (BiTE), které interaguji
s antigeny na cytotoxickych T-lymfocytech i s antigeny na nadorovych bunkach. Témito interakcemi
propoji nadorové buiiky s buitkami imunitniho systému. T-lymfocyty pak za¢nou likvidovat i takové
nadorové burky, které jinak imunitni obran€ organismu unikaji.

Bispecifické protilatky se ziskavaji enzymatickym odstépenim antigen rozpoznavajicich fragmentti dvou protilatek a jejich
fuzi s t€zkym fetézcem. Blinatumomab (Blincyto, Amgen) je konjugat fragmentti 2 mysich protilatek Jednim jeho cilovym
antigenem je CD3, ktery se vyskytuje na povrchu T lymfocytd, bun€k imunitniho systému. Druhym je antigen CD19 na
povrchu B-lymfocytd.. Blinatumomab byl v r. 2014 podminéné a v r. 2017 definitivné povolen pro 1écbu akutni lymfoblas-
tické leukemie, zkousen je u nehodgkinskych lymfomi, nové i u nadort plic a traviciho traktu. Je vSak kritizovan pro prili§
vysokou cenu, ktera brani $ir§imu vyuZiti — naklady na ro¢ni terapii blinatomomabem ¢ini 178 tis. $.

Vyvijena je fada dalsich bispecifickych protilatek. Solitomab je rekombinantni bispecificka protilatka proti CD3 a
molekule odpoveédné za adhezi bunék epitelu, ktera se vyskytuje na povrchu fady nadorovych bunék, zejména nado-
i hlavy a krku. TNB-383B a AMG 420 jsou vyvijené bispecifické protilatky proti CD3 a antigenu dozréavajicich B-
bun¢k (BCMA - B-Cell Maturation Antigen), transmembranovému glykoproteinu, ktery se sice vyskytuje i na nor-
malnich B-lymfocytech, ale ve zvySené mife je exprimovan na bunikdch mnohocetného myelomu. REGN1979 je
bispecificka protilatka proti CD3 a nadorovému antigenu bunék nehodkinskych lymfomi CD20 (cilovy antigen
rituximabu). Pfi jeho prvnich klinickych zkouskach u 10 pacientt s folikularnim lymfomem, ktery nereagoval na
predchozi lécbu nebo se opakoval, byla u 8 pacienti zaznamenana Uplna terapeuticka odezva.

ABP-100 je bispecificka protilatka proti CD3 a HER2 vyvijena Abpro Pharmaceuticals. Na rozdil od jinych bispeci-
fickych protilatek, které obsahuji po jedné rozpoznavajici oblasti pro kazdy antigen, molekula ABP-100 obsahuje po
dvou téchto oblastech, je tedy ,.tetravalentni®, ¢imz by mél byt zvySen jeji terapeuticky ucinek.

Katumaximab (Removab, Fresenius Biotech), hybridni mysi-potkani monoklonalni protilatka dokonce interaguje s povrcho-
vymi antigeny tii typt bunék. Kromé antigenu CD3 to je adhesivni molekula epitelidlnich bunék EpCAM vyskytujici se na
nadorovych buiikach a Fc receptor, ktery se vyskytuje na povrchu dalSich bun€k imunitniho systému: makrofagi, NK bunék
(NK cells — natural killer cells, bunky ,,pfirozenych zabije¢*) a dendritickych bunék. Katumaximab byl v Evrop€ povolen jiz
v r. 2009 pro 1écbu malignich ascitt, kdy se v biisni dutin€ pacientli s metastazujicimi nadory vajecnikti nebo nékterych jinych
organti hromadi tekutina. Lécba spociva v odsati ascitické tekutiny nasledované infuzi katumaximabu do bfisni dutiny.
Ziv-aflibercept (Zaltrap, VEGF Trap, Regeneron/Sanofi) neni protilatkou, ale ,,imunoadhesinem®, fiznim proteinem vzniklym
spojenim extracelularnich fragmentl receptorti pro vaskularni endotelialni rtstovy faktor VEGFR1 a VEGFR2 s konstantni
¢asti lidského imunoglobulinu IgG1. Brzdi vznik cév v nadoru, ale také zvysSuje permeabilitu dosavadnich cév. Vedlejsim
ucinkem je proto zvySend krvacivost. Nekteré jeho klinické zkouSky nebyly uspésné, v jinych piipadech ale bylo dosazeno
prodlouzeni zivota pacientd. V kombinaci s irinotekanem, 5-fluoruracilem a leukovorinem povolily FDA v polovin€ a EMA na
konci roku 2012 jeho pouziti pii 1é¢be kolorektalniho karcinomu. Kritizovana je jeho cena (mesicni terapie, tj. dvé infuze davky
4 mg/kg podavané v intervalu dvou tydna stoji 11 tis. $), ktera ziejmé bude branit $irSimu vyuziti. Antiangiogenni G¢inek ma
také dalantercept, ktery je zkousen ve fazi 2. Je to fizni protein, ktery obsahuje konstantni ¢ast lidského IgG1 s bilkovinnym
fragmentem, ktery se vaze na transformujici ristové faktory a tim blokuje buné¢nou signalizaci prostfednictvim kinasy ALK1.

Nekteré protilatky proti antigeniim vyskytujicim se na povrchu nadorovych bun¢k se vyuZivaji k na-
smérovani riznych toxini, cytostatik, enzymi nebo radioizotopti na nadorové buiiky. Specificita
protilatek pfitom zajistuje, Zze zdravé tkan€ nejsou ucinnou slozkou pripravku vyraznéji poskozeny.
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Pfi nadorové specifické radioterapii se pouzivaji mysi protilatky proti nddorovému antigenu CD-20 s navazanymi radioizotopy
emitujicimi intenzivni zateni kratkého dosahu. Jsou to tesitumomab (Bexxar, GSK), protilatka s navazanym "I, ktery se
rozpada za vzniku B-zafeni, které pronika do hloubky 2,4 mm, takZe neplsobi na vzdalenéjsi zdravé tkan¢ a ibritumomab
tiuxetan (Zevalin, Biogen), protilatka s kovalentné navazanym chelatotvornym seskupenim (diethylentriaminpentaoctovou
kyselinou) s izotopem yttria °°Y (Y90-Zevallin) emitujicim B-zafeni, nebo india '"In (In111-Zevalin) vydavajicim y-zafeni
s kratkym dosahem. Slibné vysledky poskytly zkousky burtomabu, mysi protilatky s navazanym '*'I proti imunomodula¢ni-
mu povrchovému antigenu B7-H3. Burtomab, ktery vyznamné zvySoval dobu pieziti déti s neuroblastomem s mozkovymi
metastdzemi obdrzel vr. 2017 statut prilomové terapic. Apamistanab protilatka proti CD-45 s 13!l (Iomab-B) je uréen k 16&bé
starSich pacientli s opakujici se nebo rezistentni akutni myeloloidni leukemii. Pouziti mySich protilatek pro smérovani izotopti
nebo toxind nevadi, protoze jde o jednorazové zniceni cilovych naddorovych bunék, zkouseny vSak jsou i chimérické nebo
humanizované protilatky proti nadorovym antigeniim: pii 1é¢bé gliom@ chiméricka protilatka s navazanym *'I, Cotara (Tech-
niclone/Peregrine), pii selektivni 1écbé nadort prsu vyse zminény nimotuzumab s navazanym radioaktivnim izotopem india
Mn a pii 16¢bé ndorii pankreatu klivatuzumab tetraxetan s *°Y. Klinicky zkouseny pii 16¢bé akutni myeloidni leukemie je
Actimab tvofeny lintuzumabem, s navizanym izotopem aktinia *>Ac. Lintuzumab je protiatkou proti antigenu CD33, ktery
se pii akutni myeloidni leukemii a podobnych hematologickych malignitdch vyskytuje ve zvySeném poctu na povrchu bilych
krvinek. ’Lu-DOTA-rituximab obsahuje radioisotop lutecia emitujici nizkoenergetické R-zafeni s kratkym dosahem (max.
1,6 mm) navazany na konjugat rituximabu s chelatujici 1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7,10-tetraoctovou kyselinou. Je
uréen pro chemoradioterapii lymfomu, které mohou proristat do normalnich tkani, takze kratky dosah zafeni je Zadouci. Silné
cytotoxické je o-zafeni emitované pii rozpadu izotopu olova 212 vézaného v  22Pb-TCMC-trastuzumabu, je-
hoz chelatotvornym seskupenim je tetraazacyklodekantetraacetamid.

Vyvoj konjugatii protilatek s navazanymi vysoce uc¢innymi cytostatiky je naro¢ny. Protilatka musi
byt zamétena antigeny specificky se vyskytujici na nadorovych butikdch. Vazba 1é¢iva musi odolé-
vat pasobeni hydrolytickych enzymt v krevnim ob¢hu, ale poté, co se konjugat dostane do buiky
procesem endocytozy (vchlipenim ¢asti membrany s navdzanym konjugatem), ma byt 1é¢ivo uvol-
néno. K propojeni 1éCiva s protilatkou se vyuziva vznik disulfidii, hydrazont nebo i peptidt, popf.
thioetherd. V poslednim piipadé zbyva po rozlozeni protilatky v buiice 1é¢ivo spojené s aminokyse-
linou (cysteinem), které musi vyvolat cytotoxicky ucinek. Nasmérovani na nddorové buniky umoz-
flyje terapeuticky vyuzit i latky, které by jinak nebyly pouzitelné pro vysokou systémovou toxicitu.

Z imunotoxini, toxickych latek navazanych na protilatku, byl zkouSen konjugat prudce jedovatého ricinu, do tera-
peutické praxe se vSak nedostal. Lék s generickym nazvem gemtuzumab ozogamicin (Mylotarg, Pfizer) obsahuje
humanizovanou monoklonalni protilatku proti nadorovému antigenu CD33 s navazanym protinadorovym antibioti-
kem kalicheamycinem. Pouzival se k 1é6€bé akutni myeloblastické leukemie. Povolen byl v r. 2001, v r. 2010 ale byl
na doporu¢eni FDA vyrobcem stazen. Po novych klinickych zkouskach se ukazalo, Ze pies urcité riziko spojené s
pouzivanim bylo jeho stazeni pfedCasné. Ve druhé poloviné roku 2017 byl proto po sedmileté pauze znovu povolen.
Osvedcil se také pti 1é€bé hodgkinskych lymfomt Pfibuzny konjugét inotuzumab ozogamicin (Besponsa, Pfizer) byl
v r. 2017 povolen pro 1écbu akutni lymfoblastické leukemie.

Konjugaty protilatek s cytotoxickymi derivaty makrolidu maytansinu obsazeného v rostlinach Maytenus a interagujiciho
s mikrotubuly jsou lorvotuzumab mertansin zkouseny pii 1écbé mnohocetného myelomu a malobunéénych nadort plic
a v inoru 2013 povoleny trastuzumab emtansin (T-DM1, Kadcyla, Genentech) ur¢eny k 1é¢bé metastazujicich nadort
prsu podobné jako samotny trastuzumab, konjugat je vSak ucinngjsi. Totéz plati i pro v r. 2019 povoleny trastuzumab
vedotin (Enhertu, AstraZeneca a Daiichi) se silné cytotoxickym monomethylauristatinem E (MMAE), ktery blokuje
polymeraci tubulinu. MMAE obsahuje i brentuximab vedotin (Adcetris, Seattle Genetics) je konjugat protilatky proti
antigenu CD-30 Povolen byl vr. 2011 vUSA a vr. 2012 v EU pro 1é€bu hodgkinskych a anaplastickych lymfomu.
MMAE je Castou slozkou riznych konjugati protilatek. Byva (stejné jako jiné toxické slozky konjugati) navazan na
protilatku pomoci linkeru — spojovaciho fetézce, ktery je v cilovych bunkach rozstépen a spaceru — spojky mezi protilat-
kou s linkerem a MMAE. V r. 2019 byl jesté povolenydalsi konjugat s touto latkou, polatuzumab vedotin (Polivy, Ro-
che) urceny k 1écbé jednoho typu lymfomu

Struktura jednoho z imunotoxing (brentuximab vedotinu)
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Vyvijeno ma byt asi 200 dalSich konjugatd, z toho je cca 60% v laboratornim a preklinickém vyvoji a cca 20 piipravka
v pokrogilych fazich klinickych zkousek. Rada z nich obsahuje MMAE v mnozstvi 3-4 molekul na protiltku. Jsou to enfortu-
mab vedotin s protilatkou proti nektinu 4, ktery se vyskytuje v krvi pacientl s nadory plic, telisotuzumab vedotin s protilat-
kou proti tyrosinové proteinkinase c-Met, zkouSeny rovnéz pii 1é¢bé nadort plic, sofituzumab vedotin (DMUCS5754A)
s protilatkou proti antigenu MUC16 (znaméjsimu jako C125) zkouseny pii 16¢bé nadorti vaje¢nikd, pinatuzumab vedotin
s protilatkou proti transmembranovému glykoproteinu CD22 specifickému pro B-lymfocyty urceny pro 1écbu folikularnich
lymfomil a chronické lymfocytické leukemie, indusatumab vedotin s protilatkou proti guanylat cyklase 2¢ zkouseny u nadorti
pankreatu, lifastuzumab vedeotin s protilatkou proti kotransportéru sodiku a fosfatu, ktery je zkouseny u nadorti vajecnikd, plic
a nekterych dalsich nadort. Konjugat PSMA-ADC s lidskou protilatkou proti PSA, prostatickému specifickému membrano-
vému antigenu, obsahujici pres thiolovou spojkou navazany veMMAE (ve oznacuje, ze jako linker slouzi dipeptid tvoreny
valinem a citrulinem), je zkousen u nadorti prostaty. Tisotumab vedotin s protilatkou proti tkanovému faktoru, ktery ovliviiuje
signalizaci v nadorovych buikach a angiogenesi je zkousen u nadorti délozniho ¢ipku i nékterych dalsich nadori. Enapota-
mab vedotin s protilatkou proti AXIR (od Anexeleto — nekontrolovany riist), tyrosinkinasovému receptoru, ktery byva nadmér-
né exprimovan na bunkach fady rezistentnich nadort, je zkousen v riznych onkologickych indikacich. Dalsi konjugat MMAE
glembatumumab vedotin s protilatkou proti transmembranovému glykoproteinu NMB pii klinickych zkouskach zklamal.
S MMAE piibuzny monomethylauristatin F obsahuje kojugat protilatky proti BCMA belatamab mafodetin zkouseny u mno-
hocéetného myelomu. Depatuxizumab mafodeotin s protilatkou proti EGFR je zkousen u nadorti plic a mozku.

Anetumab ravtansin obsahuje jako cytotoxickou slozku dalsi derivat maytansinu, ktery je navazan na protilatku proti
mesothelinu, ktery je nadmérné exprimovan na buiikdch mesotheliomu, nékterych nadorti pankreatu a vajecnikdl, zatimco na
normalnich buiikach se vyskytuje jen v omezené mite. Dalsi derivat maytansinu obsahuje konjugat protilatky proti folato-
vému receptoru, ktery se sice vyskytuje i na bunikich nekterych normalnich tkani, ale zejména na buikach nékterych nado-
rd, mirvetuximab soravtansin. ZkousSen je u nadord vajecniki a délozni sliznice rezistentnich na platinova cytostatika.
Rovalpituzumab tesirin (Rova T) je konjugatem protilatky proti antigenu DLL-3, ktery se vyskytuje na 80% bunék malobu-
né&nych nadort plic a ,,dimeru‘ derivatu pyrrolobenzodiazepinu (PBD).
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Pyrrolobenzodiazepiny jsou produkované aktinomycetami. PBD se vaze do malého zlabku DNA, pfi¢emz dochazi k propojeni
aminodusiku guaninu s C11 molekuly PBD. Tim je blokovana replikace DNA, déleni buniky se zastavi ve fazi G2 a dojde k
apoptdze. Dvojita spirala DNA pfitom neni deformovana, coz znamena, Ze po vazbé PBD prakticky nedochazi k opravé DNA
repara¢nimi mechanismy. Klinické zkousky Rova T prinesly zklamani a v r. 2019 byly ukonceny. U jednoho typu lymfomi je
ale isp€sné zkousen lonkastuximab tesirin s protilatkou proti receptoru CD19. Podobnou komponentu obsahuje vadastuxi-
mab talirin, konjugat pyrrolobenzodiazepinu SGD-1882 s protilatkou proti CD33, ktery se vyskytuje je myeloidnich burikach.
Je povolen jako ,,I¢k sirotek* (orphan drug, 1€k proti vzacnym onemocnénim) pro 1é¢bu jednoho typu myeloidni leukemie.
Stejnou nizkomolekularni slozku maji i konjugaty ADCT-301 a ADCT-402 zkousené pii hematologickych malignitach.
Sacitumumab govitekan je konjugatem tekanového cytostatika SN-38, jehoz rozpustnym profarmakem je irinotekan (viz
Farm10) a protilatky proti proteinu Trop, ktery se vyskytuje ve znaéném mnoZzstvi na bunikach nadort prsu, stfev, plic a dalsich
organti, zatimco na normalnich bunikach je jeho vyskyt omezeny. Zkousen je u ,trojnasobné negativnich nadora prsu, nadori
pankreatu a nékterych dalSich tumort. Stejnou cytostatickou slozku ma labetuzumab govitekan s protilatkou proti karcinoem-
bryonalnimu antigenu CEA (stanoveni CEA se vyuziva v diagnostice nadorovych onemocnéni). Zkousen je u pacientl
s metastazujicim nadorem stiev, ktefi i po 1écbé irinotekanem maji vkrvi zvySenou hladinu CEA. Konjugaty
s nespecifikovanou nizkomolekularni slozkou vyviji i organizace patiici do rodiny ¢eské firmy Sotio.

Pod souhrnny pojem imunotoxiny jsou vedle konjugati protilatek s cytostatiky fazeny 1 podobné konju-
gaty obsahujici bakterialni toxiny, popf. misto protilatek jiné bilkoviny smérované na nddorové bunky.

Proxinium (Viventia Biotech) a Vicinium (Sesen Bio) jsou konjugaty exotoxinu A bakterii Pseudomonas s fragmenty mono-
klonalni protilatky proti antigenu epitelovych bunék EpCAM, ktery se vyskytuje se zejména na povrchu bun¢k nadord hlavy a
krku. Piipravek Proxinium byl v této indikaci povolen jako lék ,,sirotek®, ptipravek Vicinium je zatim zkousen. Pseudomona-
dovy exotoxin A obsahuje i konjugat fragmentu variabilni ¢asti t¢zkého fetézce mysi protilatky proti lidskému nadorovému
antigenu CD22 moxetumomab pasudotox (Lumoxiti, AstraZeneca) povoleny v r. 2018 pro lécbu vlasatobunécné leukemie.
Cintredekin besudotox je konjugat interleukinu 13 (IL-13) s pseudomonadovym exotoxinem A. TransMID 107 je konjugat
transferrinu se zaskrtovym toxinem. Je zkouSen pfi 1&cbé gliomt, agresivnich nadort mozku. Pfitom se vyuZziva toho, ze nado-
rové buiiky maji na svém povrchu zvySené mnozstvi receptorti pro transferrin.

Zajimavym typem konjugatii jsou ,.cilené smérovana polymerni lé¢iva®, kterd byla vyvijena na Ustavu
makromolekularni chemie ve spolupraci s Mikrobiologickym tustavem AV CR.

Protilatky proti nddorovym antigentim jsou v nich navazany na rozpustny kopolymer N-hydroxypropylmethakrylamidu, na
né&jz je pres peptidickou spojku pripojeno cytostatické antibiotikum doxorubicin. ZkousSeni se ujala Ceska firma Zentiva, ale
poté, co ji koupil koncern Sanofi, byly klinické zkousky zastaveny.
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Konjugaty enzymu fosfatasy a protilatek proti nadorovym antigentim se zkouseji pii zpiisobu 1écby
nesoucim zkratku ADEPT (Antibody Directed Enzyme Prodrug Therapy).

Protilatka se vadze na nadorové buiiky. Konjugovany enzym pak v okoli nadorové buiiky odstépi fosfatovou skupinu
z podaného fosforylovaného profarmaka, napf. fludarabin fosfatu. Vznikne produkt, ktery na rozdil od siln€¢ polarniho
profaramaka mutize pronikat pfes bunéénou membranu do nadorovych bungk, ale normalni buriky nezasahne.

Podobné jako u jinych cilenych 1é¢iv ma protinadorova terapie vyuZzivajici protilatky méné¢ vedlejsich
ucinkl nez standardni chemoterapie, bez rizik vSak neni ani ona. Zavaznym problémem je jiz zminéna
imunogenicita nékterych terapeutickych protilitek, kdy podany piipravek miize byt imunitnim sys-
témem Cloveéka vniman jako cizoroda bilkovina. To pak vyvola v organismu vznik jinych protilatek, coz
pak vede v lepsim piipad¢€ ke snizeni ti¢innosti ptivodni protilatky, v horSim k nebezpené imunitni reak-
ci — anafylaktickému Soku. Jak jiz bylo rovnéz zminéno, u protilatek aktivujicich imunitni systém mtize
pri jejich podani dochazet k autoimunitnim reakcim, napadani vlastnich zdravych bun¢k. Dalsim pro-
blémem miiZze byt organova toxicita nékterych protilatek, zejména kardiotoxicita

Napt. trastuzumab zptisobuje u 2-7% lé€enych pacientek kardiovaskulérni problémy. Cinnost srdce u pacientek 1é¢enych
trastuzumabem proto musi byt pravidelné kontrolovana, pro 1é¢bu Zen, které mély problémy s funkci srdce je trastu-
zumab nevhodny a rizikovy. Kardiotoxicitu vykazuji i jiné protilatky. Problémem muze byt i syndrom lyzy nadoru —
poskozeni ledvin, srdce a nekteré dal§i komplikace zptisobené rozpadem nadorovych buné€k, pti némz se do krevniho
ob¢hu uvoliuji nadmérnd mnozstvi draselnych, vapenatych, fosforecnanovych iontti, kyseliny mocové, mlécné aj.

Monoklondlnich protilatek urcenych pro terapii rychle pfibyva. Pres pomémé kratkou dobu, po niz se
pouzivaji, piinasi prodeje protinadorovych terapeutickych protilatek miliardové ¢astky. Vysoka Cisla ale
neodrazi pocet prodanych davek, ale spiSe velmi vysoké ceny protilatek, do nichz se promita i velka na-
ro¢nost vyvoje, piipravy, €isténi i kontroly jakosti a bezpecnosti.

Maximalni tthrada za 150 mg baleni trastuzumabu (Herceptin) pro 1€€bu pokrocilych stadii nadori prsu je 14.936 K&. Doporu-
&enou potateéni davkou jsou 4 mg na 1 kg t&lesné hmotnosti, udrzovaci davka podavana kazdé 1-3 tydny je 2 mg/kg. Uhrada
6 1écebnych cyklt u primérné pacientky tak ¢ini cca 100 tis. K¢. Podle farmakoekonomické studie provedené britskym NICE
¢ini ndklady pro celoZivotni 1écbu pacientek s pokro€ilymi stadii nadort prsu trastuzumabem s 82.340 Lbst pii pieziti ohodno-
ceném na 10,7 QALY, bez trastuzumabu 77.786 Lbst pii 8,78 QALY. Naklady na 1 QALY navic tak ¢ini 2.396 Lbst, coz je
jesté povazovano za tnosnou ¢astku. Jiné terapeuticky pouzivané protilatky jsou ale drazsi. Naklady na 1écbu pak mohou dosa-
hovat i ¢astek piesahujicich 2 mil. K¢ za rok. V nékterych piipadech je dosahovano lepsich vysledku pii pouziti kombinace
dvou protilatek, coz naklady enormné zvysuje. Zdravotni pojistovny fady zemi proto ¢asto odmitaji nakladnou 1é¢bu nékterymi
protildtkami hradit. Moderni 1é¢iva tak nedostavaji viichni pacienti, kterym by prospéla. V CR se podle vyjadieni predsedy
Ceské onkologické spoletnosti penize zatim vzdy nasly v piipadech, kdy nakladné 1é¢ba zachraiiovala pacientovi Zivot, ne viak
v ptipadé, kdy mu Zivot jen prodluzovala o n€kolik mésicli. Ro¢ni naklady na ,,biologickou 1écbu* pacienta u nas vr. 2010
Cinily 2,2 mld. K¢. Pokud by ale byli v tom roce 1é€eni vSichni potfebni pacienti, dosahly by tyto naklady téméf 6 miliard ko-
run. To dokazuje, ze biologicka 1écba je indikovana prisné vybérove. Vzhledem k Gsporam nakladii na zdravotnictvi se ale
situace zhorsuje. Do konce roku 2010 hradily pojistovny lé¢bu konkrétnim pacientim, od r. 2011 dostavaji onkologicka centra
pausalni ¢astku bez ohledu na pocet a potfeby pacientil. Pritom se v nasledujicich letech sortiment povolenych drahych terapeu-
tickych protilatek podstatné zvysil. Onkologové se proto opravnéné obavaji hrozici podlécenosti pacientt.

Nakladovost 1é¢by protilatkami mohou snizit diagnostické testy, jimiz se zjiStuje, zda v naddoru do-
chazi k nadmérné expresi genu kodujiciho cilovou strukturu protilatky. Podle vysledkt se pak draha
lécba nasadi jen tam, kde je Sance, Ze protilatka pomiiZe.

Jako prvni byly zavedeny testy pro prognozu terapie trastuzumabem. Gen kdodujici receptor HER2, proti némuz je proti-
latka zacilena, je nadmérné exprimovan v buiikach 20-25% nadorti prsu. U nemocnych Zen s pozitivnim nalezem recep-
toru predstavuje 1écba trastuzumabem vyrazny terapeuticky ptinos, u 75-80% jinych pacientek by vSak byla jen neucel-
nym vyhazovanim penéz. Pfinosnost zjistovani hladiny HER?2 zatim ale sniZzuje vysoka cena genetického testu.
Perspektivné by mohly zlevnéni 1écby piinést ,,bionapodobeniny* (biosimilars) protilatek. O pro-
blémech povolovani takovych ,,bionapodobenin® se ale stale Siroce diskutuje, protoze dosdhnout
uplné strukturni ekvivalence protilatek, které jsou slozitymi glykoproteiny, je malo pravdépodobné.
Lze to napf. ilustrovat tim, Ze jiz zminény trastuzumab ma sumarni vzorec Ces70H10012N1726 O2013S42 @ molekulovou
hmotnost 145531,5 g/mol. Terapeutické monoklonalni protilatky jsou pfi kultivaci genové upravenych tkanovych
bunék produkovany do média, z n¢hoz se izoluji a Cisti. Vyroba je nakladna, ale nakladna bude i vyroba bionapodo-

benin. Zkouseny jsou moznosti zlevnéni produkce monoklonalnich protilatek pomoci transgenich zvifat i rostlin. Ani
to vSak nezajisti podstatné snizeni nakladd na vyzkum, vyvoj a vyrobu.
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Sance na zlevnéni terapie protilatkami byla spatiovana v ,nanoprotilatkich“ (nanobodies). Nanoprotilatky byly
objeveny v krvi velbloudd, maji je ale i také lamy a chrupavkovité ryby, jako jsou zZraloci. Maji asi 10 x mensi mole-
kulu nez lidské protilatky. Maji jednoduchou strukturu tvofenou malymi ,,t€zkymi“ fetézci. ,,Lehké* fetézce jim chy-
bi, presto jsou vSak pIné funkéni a jejich afinita k antigentim se nelisi od béznych protilatek. Navic jsou stalejsi, neva-
di jim tolik teplo ani nizké hodnoty pH. Pokusy se zvifaty naznacuji, ze pfi jejich aplikaci nedochazi k tvorbé ,,protila-
tek proti nanoprotilatkdm®. Jejich pfiprava sice také neni zcela jednoducha, navic ji zkomplikovala také moznost pte-
nosu nékterych vird jako je MERS-CoV, koronavirus zptsobujici ,,blizkovychodni respiracni syndrom®, ktery byl
objeven i v krvi velbloudt. Pfesto by vSak jejich cena mohla byt nizs§i nez u béznych terapeutickych monoklonalnich
protilatek. Lécebné vyuziti ,,nanoprotilatek* v brzké dobé¢ ale nelze ocekavat. Vyzkum v této oblasti neni nijak zvlast
intenzivni a teprve v r. 2007 bylo zahajeno klinické zkouSeni prvni nanoprotilatky, bylo to ale mimo oblast onkologie.
Prvni nanoprotilatky (proti receptoru HER2) pouzitelné v protinaddorové terapii byly pfipraveny az v r. 2011.

S cilem zjednodusit a zlevnit piipravu ,,biologickych IéCiv je pfipravovana a zkousena fada tzv. protilatkovych mimetik.
Jednu moznost predstavuji ,,plastické protilatky — Cisté syntetické polymerni nano€astice s terciarni strukturou ziskanou
-molekularnim otiskem* antigenu po jeho pfidani do polymeracni smési. I kdyz jde o postup znamy jiz z 80. let minulého
stoleti, kdy predstavoval jednu z variant pfipravy sorbentti pro afinitni chromatografii, pfiprava a pouziti polymernich nano-
&astic s vyraznou afinitou k uréitému antigenu byla opublikovana az v r. 2010. Slo o &stice s afinitou vii¢i hlavni sloZce
vceliho jedu. Mysi, kterym byla bezprostiedné po injekei letalni davky jedu podana suspenze ,,plastické protilatky* preziva-
ly vyrazné¢ déle nez mysi, které dostaly pouze jed. Piipadné terapeutické vyuziti je vSak znacn¢€ vzdalené.

Misto protilatek 1ze k zacileni na nadorové antigeny vyuzit i aptamery, malé oligoribo- nebo -deoxyribonukleotidy (viz nize)
vyselektované tak, aby se vazaly na zvolené antigeny. Velkym problémem je malé biologicka stabilita nukleotidickych aptame-
rd. Podstatné lepsi perspektivu ma tak spiSe uplatnéni riizné znacenych oligonukleotidickych aptamerd pfi diagnostickych
zobrazovacich technikach, kde rychlé biologické odbourani mtize naopak byt vyhodné.

Kromé oligonukleotidovych aptamerd byly pfipraveny i peptidické aptamery, oligopeptidy rozeznavajici urcitou latku. Ap-
tamery sice mohou byt pfipravovany snaze nez monoklonalni protilatky, ale i v jejich pifipadé je vyvoj a praktické vyuziti
v terapii zatim jen v plenkach. Zkousen byl napt. aptamer neutralizujici protein E7 produkovany papilomavirem HPV 16, ktery
umoznuje infikovanym burikdm obejit pfirozenou obranu organismu a nekontrolované se délit. Za peptidické aptamery, které
mohou pii piipravé imunotoxinti vyhodné nahrazovat protilatky s piili§ velkymi molekulami, 1ze povazovat DARPiny (DARP
= Designed Ankyrin Repeat Proteins). DARPiny, které maji byt idealnimi smérujicimi molekulami, jsou syntetické oligopep-
tidy se strukturou odvozenou od opakujicich se sekvenci 33 aminokyselin molekuly bilkoviny ankyrinu vyskytujici se na vniti-
ni stran¢ membrany Cervenych krvinek. DARPinem s potencidlnim terapeutickym vyuzitim v onkologii je MP0250, bispeci-
ficky blokator VEGFR a rustového faktoru hepacytt HGF, ktery byl zkouSen ve fazi 2 pii 1é¢bé mnohocetného myelomu.
Oligopeptidem, ktery je antagonistou receptoru CXCR4, je BL-8040, jehoz klinické zkousky pfi 1é¢bé akutni myeloidni leu-
kemie byly nedavno zahgjeny. Receptor CXCR4 se vyskytuje v nadmérném mnozstvi v bunikach 70% nadorti. Podili se na
retenci nadorovych bunék v kostni dieni, ristu a prezivani nadorovych bunék, angiogenesi a metastazovani.

Monolatky (monobodies) jsou dalsi alternativou k protilatkam. Jsou to malé vazebné oligopeptidy pfipravované tech-
nikami genového inZenyrstvi, které jsou vytvareny s vyuzitim domény fibronektinu III jako molekulového ,,leseni‘,
jehoz ¢asti jsou modifikovany. Monolatka NS1 se vaze na bilkovinné produkty onkogend H-RAS a K-RAS a tim blo-
kuje jejich onkogenni aktivitu.

Protinadorové vakciny

V protinadorové prevenci se uplatnily jen vakciny, jejichZ cilovymi strukturami sice nejsou nadorové
bunky, které vSak chrani organismus proti infekcim piedchézejicim vzniku nadorového onemocnéni.

Infekce pohlavnich organt lidskymi papilloma viry (HPV) typu 16 a 18 ma v asi 70% ptipadt za nasledek vznik gynekologic-
kych i n€kterych dalsich nadort. K ochrané pied infekei byly vyvinuty bivalentni vakcina Cervarix (GlaxoSmithKline) proti
HPV 16 a 18 a kvadrivalentni vakcina Gardasil (Merck), ktera chrani i proti HPV 6 a 11, které vyvolavaji vznik bradavicna-
tych vyrastki na genitaliich a nejnovéji nonavalentni vakcina Gardasil 9, ktera chrani proti HPV 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45,52, a
58. Ruizné aspekty pouziti téchto vakein v prevenci gynekologickych nadord a nadorti kone¢niku a jicnu byly v posledni dobé
Siroce diskutovany. Vyvijeny jsou vakciny proti HPV vhodné k 1écbé prekacerdz nebo jiz vzniklych nadort a také vakeiny pro-
ti Epstein-Barrove viru, ktery rovnéz mtize vyvolat vznik nadord . Zatim neni k dispozici vakcina proti Zloutence typu C, ktera
muZe vyustit v nadorové onemocnéni jater nebo proti bakterii Helicobacter pylori, kterd miize vyvolavat vznik nadori zaludku.

Na rozdil od vakcein pro prevenci slouzi jiné vakciny k imunoterapii jiZz vzniklych nadori. VétSinou
jsou tyto vakciny autologni, kdy k vyvolani imunitni odezvy jsou vyuzivany vlastni nadorové bunky
pacienta nebo biomakromolekuly z pacientova nadoru, piipadné vakcina obsahuje vlastni buiiky imunit-
niho systému pacienta, které jsou vhodnym zptisobem ,,trénované®.

Tyto protinadorové vakeciny jsou tvofené polyklonalnimi protilatkami, tj. smési protilatek s riznou afinitou vuci anti-
genim na povrchu nadorovych bunék. Jejich interakce s nadorovymi antigeny upozorni imunitni systém organismu na
pritomnost nezadoucich bunék, aktivuje cytotoxicky ptsobici T-lymfocyty, makrofagy, tzv. pfirozené zabijece (natu-
ral killer cell) nebo jiné bunky imunitniho systému a da jim signal k tomu, aby nadorovou buiiku zlikvidovaly.
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Po aktivaci bunék imunitniho systému dojde ke specifické diferenciaci a klonalnimu pomnozZeni cytotoxickych lymfo-
cytl. Ty pak likviduji rozpoznané nemocné buiiky. Ke zlepSeni imunitni odezvy jsou zkouseny rizné moznosti zvysit
cytotoxickou ucinnost T lymfocyt riznymi genetickymi manipulacemi.
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Schematické znazornéni pfipravy protinadorové vakciny (zdroj: http://www.osel.cz/index.php?clanek=4382)

Signal k aktivaci poskytne souhra interakci ,,naivniho* nediferencovaného lymfocytu, pii niz kliCovou roli hraji buiky prezen-
tujici antigen. Nejucinngj$imi aktivatory pritom jsou tzv. dendritické bunky. Ty antigen pohlti, zpracuji a pak se v lymfatickych
uzlinach pfeméni na bunky prezentujici antigen. Ty pak instruuji cytotoxické T-lymfocyty k likvidaci nadorovych bunek se
stejnym antigenem, jaky jim pedvedly dendritické bunky. Vyuzity mohou byt i dendritické buniky s mRNA pro antigen.

P1i pipravé protinadorovych vakein se proto Casto izoluji z krve prekurzory dendritickych bungk, ty se nechaji dozrat a pak
inkubuji s izolovanymi nadorovymi antigeny, lyzaty nadorovych bunék, usmrcenymi nebo i zivymi nadorovymi butikami.
Dale se pripravuji i tzv. DNA vakciny, kde se misto antigenti pouziva DNA kddujici nadorovy antigen. Pouzity mohou byt i
geneticky modifikované viry s vnesenym genem kodujicim antigenni proteiny nadorovych bunék (napf. proteiny gp1000 a
MART!1 z melanomovych bungk). Antigeny jsou glykoproteiny a pro organické chemiky miize byt zajimava informace, ze
se pro uspésny ,.trénink™ imunitniho systému podatilo oligosacharidy nékterych nadorovych antigent syntetizovat.

Véaznym problémem vyvoje protinadorovych vakcin je, Ze povrchové antigeny nddorovych bunék se
od antigenil na povrchu normdlnich tkatiovych bunék 1ii ¢asto jen nepatrné.

Vedlejsim t¢inkem protinadorovych vakcin proto mohou byt nezadouci autoimunitni reakce, kdy imunitni systém zacne
likvidovat i normdlni bufiky se stejnymi antigeny, jaké maji buiiky nddorové. Napfi. po podani vakciny proti melanomu
miZze imunitni systém organismu pacienta né¢kdy napadat i normalni melanocyty, kozni buiky produkujici hnédé kozni
barvivo melanin. To pak ma za nasledek, ze se na kiZi 1é€eného pacienta zaénou objevovat svétlé skvrny (vitiligo). Za-
mezi antigeny normalnich a nadorovych bunék mohou ale naopak byt pfi¢inou nedostate¢né imunitni odezvy, kdy
organismus nedokaze naddorové buriky zlikvidovat. Paradoxné mize pfitom vakcina vyvolat imunitni toleranci proti
nadorovym bunkam a dokonce prib&h nadorového onemocnéni urychlit.

Lepsi perspektivu proto maji vakciny proti bunkam s neoantigeny, tj. peptidy specifické pro nadory, které vznikaji
v disledku mutaci spojenych s nddorovym bujenim. Na povrchu nadorovych bunék jsou prezentovany pomoci hlav-
nich histokompatibilnich komplexi MHCI nebo II a vyvolavaji tak odezvu imunitniho systému. Kazdy nador ale
mize vytvaret specifické neoantigeny, takze protinadorova vakcina pak nefunguje u vSech pacientd.

Nadorova transformace je postupnym procesem. Imunitni systém organismu pfitom vykonava urcity selekeni tlak, takze se
po ¢ase mnozi jen nejodolngjsi nadorové buiky, s nimiz se imunitni systém uz nedokaze vyporadat. Organismus si tak muze
na nadorové bunky ,,zvyknout®. Nadorové buiiky si pfitom mohou osvojit schopnost urcitych regulacnich bun€k branit
tomu, aby imunitni systém napadal vlastni tkan¢. Jeden enzym oznaCovany jako A20 tlumi v dendritickych buiikdch pienos
signalu o zanétlivych procesech a tim ovliviiuje prezentaci antigenti. Pii jeho nedostatku nebo po jeho inhibici produkuji
dendritické buniky nadmérna mnozstvi cytokint a dalSich stimulacnich molekul. Dtsledkem je silnd imunitni odezva, kterou
regulacni buiiky neumi potlacit. Pti pokusech na mysich se ukazalo, Ze imunitni systém, jehoz hyperaktivita byla vyvoldna
dendritickymi buiikami s deficitem A20, dokéze likvidovat nddorové bunky i tam, kde souCasné vakciny byly neti¢inné
nebo jen malo ucinné. Selektivni inhibice A20 by proto mohla u€innost protinadorové vakcinace zvysit.

Vyzkum protinadorovych vakein je zna¢né rozvinuty, ale ve farmaceuticky zamérené literatufe neni dostatecné prezentovany.
Pfi vyvoji riznych protinddorovych vakcin byla pozornost vénovana zejména vakcindm proti melanomu, koznimu nadoru,
jehoz vyskyt se zvysuje v souvislosti se snizovanim tloustky ozénoveé vrstvy. Melanom byl povazovan za imunogenni, ukazalo
se vsak, ze specifické antigeny bun¢k melanomu vyvolavaji jen slabou imunitni odezvu. Vysledky proto byly spiSe rozporné.
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Pti zkouskach vakciny Oncophage (Antigenics Inc.) proti melanomu a nadorm ledvin u nékolika pacient nador vymizel, u
jinych doslo k prodlouZeni doby bez znamek onemocnéni o 3-4 mésice, celkova primérna doba pieziti pacientti se viak nezvy-
Sila. Vakcina Canvaxin (CancerVax) s polyklonalnimi protilatkami proti 30 antigentim tfi linii bunék melanomu i dalsich
nadorti neprodluzovala dobu pieziti pacientll. Zlepseni 1é¢by melanomu nepfinesly ani zkousky vakciny GM2/KLH-QS-21. V
kombinaci s ipilimumabem byla uspésné zkousena vakcina TriMixDC-MEL vyuzivajici dendritické buniky vzniklé z pacien-
tovych monocyti (druh bilych krvinek), do nichz byla elektroporaci (otevienim port elektrickym impulzem) vnesena mRNA.
Zajimavy piistup predstavuje v [zraeli vyvijend ,nanovakcina“ tvofena nanocasticemi biodegradabilniho polymeru, které obsa-
huji dva peptidy typické pro buiky melanomu, které pak slouzi jako jakési neoantigeny vyvolavajici imunitni odezvu.

Nekolik vakcin bylo vyvijeno proti pokrocilym stadiim nadorim prostaty nereagujicich na jinou 1écbu. Vakcina Provenge
(sipuleucel T) povolena v dubnu 2010 FDA je pfipravovana kultivaci vlastnich imunitnich bun¢k pacienta s rekombinantnim
antigenem za piitomnosti faktoru stimulujiciho kolonie granulocyti a makrofagh GM-CSF. Antigenem je prostaticka kysela
fosfatasa, ktera se vyskytuje v 95% bunék nadori prostaty, Vakcina Provenge prodlouZila dobu prezivani pacientii o 4,1 mési-
ce. Vzhledem k vysoké cené (za jednu davku podavanou v infuzi 31 tis USD, 1é¢ba zahrnuje 3 davky) je ale Provenge povazo-
vana za kontroverzni. Jinymi vakcinami uréenymi pro lécbu metastazujicich nadort prostaty nereagujicich na hormonalni lécbu
jsou Prostvac-V/Tricom a Prostvac-F/Tricom (Bavarian Nordic), které jsou tvofeny oslabenymi viry planych nestovic nebo
driibezich nestovic geneticky upravenymi tak, aby produkovaly prostaticky specificky antigen PSA a soucasné i tfi dalsi protei-
ny (Tricom), které pomahaji zvysit schopnost imunitniho systému likvidovat nadorové bunky. Pii klinickych zkouskach zvysSo-
val Prostvac dobu pieziti pacientil o 8,5 mésicti. Vakcinu DCVAC/PCa proti nadortim prostaty zalozenou na prezentaci nado-
rovych antigenti dendritickymi bunikami izolovanymi z krve pacienta vyviji i ¢eska firma Sotio ze skupiny PPF, ktera ptitom
prevzala vysledky Imunologického ustavu 2. LF UK. Vakcina postoupila jiz do faze III klinickych zkousek nazvané VIABLE,
jichz se mé Gcastnit 1170 pacientt z CR i fady dalsich zemi véetné USA. Z piedchozich vysledki vyplyva, e vakcina ma
dobry bezpecnostni profil, Ze po subkutannim podani dendritické buiky migruji do lymfatickych uzlin a aktivuji imunitni me-
chanismy a ze v kombinaci s chemoterapii prodluzuje dobu preZiti pacientll. V tuzemském, ale i zahrani¢nim tisku méla vakci-
na az prehnané pozitivni odezvu, vyvolala vSak také odpor nasich antivakcionistl z jakéhosi ,,Hnuti za osvobozeni védomi*.
Jeho ¢lenové upozornuji Ze ,,miliardat Kellner vytvaii nebezpeénou vakcinu proti rakoviné® protoze ,.kdo sleduje hollywood-
ské filmy (!?) nebo historii 20. stoleti tak vi, Ze tyto vakciny maji vétSinou zcela opaéné Gcinky, jez se zjisti a projevi az po
nékolika letech ¢i generacich....”. Podle zatim kusych zprav ma Sotio vyvijet i vakeinu proti nadorim plic.

Vakcinou ziskavanou pomoci dendritickych bunék z tkané gliomtl, nadoru mozku pacienta a peptidového komplexu proteinu
tepelného Soku HSPPC96 jako antigenu je Prophage G-100 (Agenus). Vakcina pri klinickych zkouskach prodluzovala ve
srovnani se standardni l1écbou dobu do progrese onemocnéni o 146% a dobu preziti pacientii o 60%. Statut 1é¢iva ,,sirotka“
ziskala vakcina BiovaxID proti nehodgkinskym lymfomtim, kterd se pfipravuje procesem ,.zachranné fizni hybridizace*.
Pritom jsou pacientovy nadorové buniky hybridizovany s buitkami produkujicimi protilatky za vzniku heterohybridomd, které
pak produkuji imunoglobuliny charakteristické pro antigeny pacientova nadoru. Ty se izoluji a pouziji jako vakcina, ktera dale
obsahuje faktor stimulujici kolonie granulocytd a makrofagl a jako nosnou bilkovinu a adjuvans KLH, hemocyanin moi'ského
plze piilipky. Pii zkouskach prodlouzila vakcina u pacienti stiedni dobu bez znamek onemocnéni z 30,6 na 44,2 meésict.
Vakcina belagenpumatucel-L (Lucanix) pii zkouskach faze Il vyznamné zvySovala dobu pieziti pacientti s nemalobunéc-
nymi nadory plic ptedléenych radioterapii (40,1 més. po podani vakciny proti 10,3 mésicti s placebem). Vakcina potlacuje
tvorbu transformujiciho rastového faktoru TGF-R2 nadorovymi buitkami a stimuluje imunitni odezvu organismu.

Vakcina GVAX Pancreas obsahuje bunky nadoru pankreatu upravené tak, aby produkovaly faktor stimulujici kolonie
granulocytd a makrofagh GM-CSF, ktery podporuje imunitni odezvu organismu. V kombinaci s ipilimumabem zvysila
dobu preziti pacientl s pokroc¢ilym stadiem nadoru pankreatu na 5,5 mésicti ze 3,3 mésicti u pacientti 1é¢enych jen ipilimu-
mabem. Jest¢ lepsi vysledky byly dosazeny v kombinaci s vakcinou CRS-207 s zivymi oslabenymi bunkami Liste-
ria monocytogenes, které exprimuji mesothelin, bilkovinu obsazenou ve zna¢nych koncentracich v bunikach nadord pan-
kreatu. Vakcina CRS-207 stimuluje imunitni systém pacienta k likvidaci bun¢k obsahujicich mesothelin.

Proti vice typiim nadord, na jejichz bunkach se vyskytuje nadorovy antigen MUC-1 ma pusobit vakcina ONT-10. Tato
experimentalni vakcina proti nadorim mozku u déti vyuziva k vyvolani imunitni odezvy peptidy z epitopu (oblasti, na niz se
vazi protilatky) antigenti vyskytujicich se v glioblastomech, nadorech mozku. Podobn¢ méla u€inkovat i liposomalni vakei-
na tecemotid (diive Stimuvax, Merck KGaA) stimulujici T-lymfocyty vyhledavajici bunky s antigenem MUCI. Vakcina
v kombinaci s cisplatinou byla ale netispésne zkouSena u nadori plic a dalsi vyvoj byl zastaven. Pfi rozséhlych (pres 200
pacienttil) zkouskach faze III selhala také vakcina MAGE-A3 (GlaxoSmithKline) proti nddorim plic s nadmérné exprimo-
vanym genem MAGE-A3. Nyni se zjistuje, jestli by byla vhodna alespon pro urcité skupiny pacientd.

Vakcina HSPPC-96 (Vitespen) proti nadortim mozku dospélych vyuziva k navozeni imunitni odezvy proteiny tepelného Soku
HSP-96 izolované z pacientovych nadorovych bunek. Pfi zkouskach faze 2 prodlouzila vakcina dobu preziti pacientil z 32 na
47 tydnd. Dalsi vakcina proti nadoriim mozku ICT-107 (ImmunoCellular Therapeutics) je tvofena dendritickymi butikami
ziskanymi zkrve pacienta, které jsou kultivovany v piitomnosti syntetickych peptidi se sekvencemi, které se vyskytuji
v epitopech 6 nadorovych antigenii z buné€k glioblastomu. Tti z téchto antigent se vyskytuji i na kmenovych nadorovych bun-
kach, takze vakcina mize atakovat i pfezivajici buriky zodpovédné za recidivu nadorového bujeni. Vakcina byla zkousena jako
dopln€k chemo- a radioterapie, po jeji aplikaci se stfedni doba bez znamek vracejiciho se onemocnéni prodlouzila na 16,9
mésict z 6,9 mésici pfi standardni terapii. Byl ji ud€len statut 1éku pro vzacna onemocnéni. Podobnym typem vakciny, rovnéz
proti agresivnimu nadoru mozku, glioblastomu je DCVax-L (Northwest Biotherapeutics).
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Dalsi vakcina proti gliobastomu, rindopepimut (Rintega, Celldex Therapeutics), pisobi na bunky s mutaci genu EGFRVIII .

Po Provenge méla byt druhou povolenou protinadorovou vakcinou. Po jejim podani spolu s bevacizumabem mélo pfezivat 5 let
od diagnozy 11% pacienti, z nevakcinovanych zadny. Nejnovejsi klinické vysledky ale jeji tspésnost nepotvrdily.

Vakcina proti nadortim u déti je vyvijen i v Brné klinikou détské onkologie ve spolupraci s 1ékaiskou fakultou MU.
Peptidickd vakcina NeuVax, kde imunitni odezvu maji vyvolavat peptidicky fragment E75 receptoru HER2 spolu s GM-
CSF, ma byt u recidivujicich nadort prsu G€inngjsi nez trastuzumab. Vakcina stimuluje cytotoxické T bunky k zdsahu proti
bunkam, v nichZ je exprimovan receptor HER2. Vakciny, jejichz cilovym antigenem HER2, by mohly byt uc¢inné i proti
Zatimco vakciny Gardasil a Cervarix maji preventivné chranit proti infekci onkogennimi viry HPV, peptidickd vakcina
TriVax HPYV je vyvijena k 1é¢bé nadorového onemocnéni viry jiz vyvolaného. Vakcina vyvolava trvalou odezvu imunitni-
ho systému na nadory exprimujici peptid E7 viru HPV. Protoze tento peptid je organismu cizi, nedochazi pfitom k vedlejsim
ucinkiim autoimunitniho charakteru. Jinou vakcinou proti nadorovému onemocnéni vyvolanému HPV je TG4001 (Merck),
ktera je uspésné zkousena v kombinaci s avelumabem.

Neoantigenova vakcina ADXS-NEO je vyvijena tak, Ze nékolik nddorovych neoantigent je pomoci vhodného bakterial-
niho nosice prezentovano imunitnimu systému, coz vyvolava jak bunécnou, tak i protilatkovou protinadorovou imunitu.
Vyvoj je viak zatim na samém pocatku. Kombinaci vakciny ,,molekularn¢ informované nadorovymi antigeny* a buné¢k
imunitniho systému oznacovanych jako ,,pfirozeni zabijeci* (natural killers) je ptipravek NANT Cancer Vaccine.

Vedle vakein proti nadorovym nebo virovym antigentim je ve vyvoji i vakcina proti telomerase.

Za vakciny nové generace jsou povaZzovany DNA vakeiny. Misto imunogennich proteinil a peptida se
u nich vyuziva k vyvolani imunitni odezvy DNA, kterd vhodné antigeny kdduje. DNA se pfitom do
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bunék vnasi podobné jako pii genové terapii. Nevyhodou DNA vakcin je slabsi imunitni odezva. Na
podobném pfistupu jsou zaloZzeny i mRNA vakciny.

VeEtsi zkusenosti s protindadorovymi DNA vakcinami zatim chybi. Piipravovany jsou zkousky dvou DNA vakcin pro 1écbu
akutni i chronické myeloidni leukemie. Ve vyvoji je také DNA vakcina SynCon zacilena na dva antigeny nadord prostaty a
vakcina s modifikovanou sekvenci nukleotidi, kterd ma oznacit nadorovy antigen WT1 pro T-buiiky imunitniho systému za
cizorody a tim vyvolat likvidaci bunék s WT1 a DNA vakcina proti nadoriim hlavy a krku zptisobenych infekei virem HPV.

Lécbe vakcinami pfipravovanymi z krve a/nebo nadort pacientil se podoba bunééna imunoterapie.

Jeden smér bunécni imunoterapie pfedstavuje kultivace pacientovych vlastnich imunitnich bun¢k — lymfocytl, které
infiltruji nador (TILs— Tumor Infiltrating Lymphocytes). Ty se oddé€li z periferni krve ze vzorkli pacientova naddoru a
namnozi kultivaci v pacientove séru v pfitomnosti interleukinu 2. Pfitom se ziskaji tzv. LAK bunky (LAK = Lympho-
kine-Activated Killer cells, lymfokiny aktivované zabije¢ské bunky) schopné lyzovat pacientovy nadorové buiky.
Jejich u¢innost mize byt pii kultivaci zvysena pridavky TNFa a INFy, popt. dalSich cytokini. Po namnozeni se pak
asi 10'° LAK buné&k poda v infuzi zpét pacientovi

Vr. 2013 byl za prilom protinadorové terapie oznacen postup adoptivni imunoterapie T- buiikami.
Jde o ucinnou obdobu 1écby vakcinami z krve pacientil. VyuZivaji se ptitom T-lymfocyty pacienta, které
byly aktivovany interleukinem 2 a staly se tak cytotoxické. Varianty postupu jsou oznaovany zkratkami
CAR-T (Chimeric Antigen Receptor T-cell approach) nebo TCR (T-Cell Receptors).

Prvnim krokem postupu CAR-T je izolace T-lymfocytl z pacientovy krve. Nasleduje jejich uprava metodami genového
inzenyrstvi tak, aby se na jejich povrchu vyskytoval chiméricky receptor, umoziujici lepsi a specifi¢téj$i rozpoznavani
nadorovych bungk, napt. s antigenem CD19, ktery se vyskytuje na véts$ing leukemickych bunék a bunék lymfomi. T-
buniky jsou jesté dale modifikovany, aby se po pfichyceni na buiiky s antigenem CD19 pomnozily, vyhledaly dalsi nado-
rové buniky a zlikvidovaly je. Po upravé se T-lymfocyty s chimérickym antigennim receptorem v tkanové kultufe na-
mnozi a pak vrati do pacientova krevniho ob&hu. Pfistup CAR-T je zkousen pro 1é¢bu riznych typt leukemie, lymfomd,
mnohocetného myelomu, melanomu, nadorti vajecnikll a pankreatu. Byl velmi GspéSny, zatim byl ale odzkousen jen na
malém poctu pacientll. Ve skupince pacientli s pokrocilym stadiem akutni lymfoblastické leukemie, kterym byl progno-
zovan jiz jen mésic zivota, doslo po ,,zivé terapii CAR-T v 94% pripadii k vymizeni symptomti onemocnéni. U rtiznych
typt hematologickych malignit doslo k pfiznivé terapeutické odezveé u 80% pacientl. V bfeznu 2014 byl postup CAR-T
povolen pro 1écbu difuzniho velkobunééného lymfomu a v srpnu 2017 byl z krve pacienta piipravovany piipravek ti-
sagenlecleucel (Kymriah, Novartis) povolen FDA pro 1é¢bu akutni lymfoblastické leukemie vychazejici z B-lymfocytu.
Tisagenlecleucel tvoii namnozené T-butiky izolované z krve pacienta, do nichz byl genovymi manipulacemi vnesen gen
kédujici receptor pro protein CD19, ktery se vyskytuje na povrchu B-lymfocytl. Postup realizovany na zakazku béhem
22 dnd po odbéru krve pacienta v americkém zavodé Svycarské firmy Novartis je ale mimotfadné nakladny, cena jedné
terapeutické kiry 475 tis. $ ma ale byt niz§i nez cena transplantace kostni dfené. Novartis pfitom slibil, Ze nebude cenu
uctovat pacientim, kterym lécba nepomuize. V fijnu 2017 byl povolen podobny piipravek abcicabtagen ciloleucel
(Yescarta, Kite Pharma, nyni Gilead) rovnéz s genem pro receptor pro CD19.
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Jiny pfistup k bunécné terapii oznacovany zkratkou TCR, vyuZziva receptor na povrchu T-lymfocyti,
ktery rozezndva antigeny vazané na hlavni histokompatibilni komplex (MHC).

P1i interakci TCR s uskupenim antigen-MHC jsou T-buiky aktivovany a za¢nou se mnozit. Pii screeningu lidskych T-
lymfocytl se ziskaji T-bunky, které siln¢ interaguji s ur¢itym antigenem na povrchu nadorovych bunek pacienta. Pak se
identifikuje gen kodujici piislusny TCR. Ten se pak pomoci retrovirového vektoru vnese do pacientovych T-lymfocytu.
Upravené lymfocyty se pak po namnozeni vrati pacientovi, aby likvidovaly buiiky jeho nadoru s prislusnym antigenem.

Viroterapie je 1éCba onkolyticky piisobicimi viry nebo viry genové upravenymi tak, aby aktivovaly
imunitni systém pro likvidaci nadorovych bunék.

V klinickém zkouSeni jsou pfipravky obsahujici ptivodni, ,,divoké“, nebo i genové modifikované viry z vice nez 10
Celedi vir. Nejcastéji to jsou adenoviry, onkolyticky ale plsobi i echoviry, polioviry, pikornaviry, herpetické viry,
paramyxoviry, parvoviry, reoviry, poxviry, retroviry a rhabdoviry. Onkolyticky echovirus Rigvir byl vyvinut
kovanym adenovirem. Selektivné zabiji jen buriky obsahujici mutovany tumorsupresorovy gen p53, zatimco na bunky
s funk¢énim genem p53 neptisobi. Podobné ptisobi jiny modifikovany adenovirus enadenotucirev (PsiOxus) zkouseny
u nadorl vajecniki rezistentnich k platinovym cytostatikiim. Destrukci nadorovych bunék a aktivaci imunitniho sys-
tému organismu vyvolava dalsi modifikovany adenovirus CG0070. Jiny virus upraveny metodami genového inzenyr-
stvi mize usmrcovat buiiky s mutovanym genem Rb. Modifikovany adenovirus Oncorine (H101, Sunway Biotech)
ma genom upraveny tak, aby byla zneSkodnéna antivirova obrana organismu. Pfednostné infikuje nadorové bunky, i
kdyz napada i normalni bunky. Jeho ptidavek k chemoterapii ale prodluzuje dobu pfeziti pacientl na dvojnasobek.
Povolen byl v Cing v r. 2005 pro 1é¢bu nadort hlavy a krku.

Adenovirus Delta-24-RGD je genové modifikovany tak, aby atakoval buitky nadoru mozku, glioblastomu, klinicky
je zkousen od r. 2009. Pii 1é¢bé melanomu nebo v kombinaci s radioterapii je zkousen piipravek je INGN-241 (In-
trogen Therapeutics) s DNA kddujici IL-24 (interleukin 24), ktery pasobi jako tumorsupresor, ale ovliviiuje i imunitni
systém jako cytokin. Podobnou funkci ma pfipravek Ad.IL-12 (ZIOPHARM Oncology), ktery obsahuje adenovirovy
vektor s genem pro interleukin 12. Pfipravek stimuluje imunitni systém organismu k likvidaci nadorovych bunék T-
lymfocyty a buiikami nazyvanymi pfirozeni zabijec¢i (NK bunky, natural killer cells) a také ma brzdit angiogenesi,
zkousen je u metastazujicich melanomti, G¢inny by mé¢l byt i u nadoru jater a stfev. Ptipravek VB-111 (VBL Thera-
peutic, Izrael) tvofeny nereplikujicim se serotypem 5 adenoviru s genem kédujicim protein FasC a promotorem regu-
lujicim expresi prekurzoru PPE1 (preproendothelin-1), z néhoz v organismu vznikd endothelin 1. Pfipravek brzdi
vznik novych cév v nadoru. Zkousen je ve fazi Il u nadoru §titné Zlazy a glioblastomu. CG0070 je onkolyticky adeno-
virus, ktery zptsobuje selektivni expresi faktoru stimulujiciho kolonie granulocytd a makrofagt (GM-CSF) v buiikach
s defektnim tumorsupresorovym genem RB/. .

Herpeticky virus HSV1716 byl metodami genového inZenyrstvi upraven tak, aby se mohl mnozit pouze v délicich
se bunikach. Po injekci do nadorové tkané zabijel a lyzoval nadorové buiky, zatimco normalni diferencované tka-
nové bunky neposkozoval. Jeho pouziti bylo uspésné vyzkouSeno na nadorech mozku, zahajeny byly zkousky u
nékterych sarkomi postihujicich détské pacienty. Genom herpetického viru HSV1716 (pfipravek Seprevir) je upra-
ven deleci jednoho genu tak, aby se virus mohl mnozit rovnéz jen v délicich se buinikach. Po injekci do nadorové
tkané virus zabiji a lyzuje nadorové bunky, zatimco normalni diferencované tkanové bunky neposkozuje. Jeho
pouziti bylo uspésné vyzkouSeno na nadorech mozku, zahjeny byly zkousky u nékterych sarkomi postihujicich
détské pacienty. Piipraveny byly i nékteré dalsi varianty tohoto viru, napf. varianta nesouci gen pro transportér
noradrenalinu, ktery mize do nadorovych bunék specificky vnaset nékteré slouceniny s navazanym radioaktivnim
jodem. Jeho zafeni pak jsou vystaveny jen nadorové buniky. Podobné jako Seprevir pisobi proti nadoriim mozku a
také nadorim vajeénikii genové upraveny onkolyticky virus Herpes simplex 34.5ENVE ktery ma i antiangiogenni
ucinnost. Zkousen je jednak samotny, jednak v kombinaci s doxorubicinem.

Pro 1éc¢bu zhoubnych nadord mozku, glioblastomt, je zkousen modifikovany virus détské obrny PVSRIPO, podle prekli-
nickych zkousek by mohl 1écit i nadory prsu. Pro 1écbu nadordt mozku byl na zakladé preklinickych testli navrzen i virus
Zika. Podle zkousek na mysim modelu by vakcina obsahujici oslabeny zivy virus ZIKV-LAV modifikovany deleci virové-
ho genomu tak, aby se nemohl v mozkové tkani mnozit, mohla byt tispéSn¢ pouzivana k onkologické 1écbe¢. Proti nadorim
mozku bylo zkouSeno i pouziti viru détské obrny. V protinadorové terapii mohou byt vyuzity i viry spalnicek a planych
nestovic, jde ale o viry geneticky modifikované, aby ptednostné napadaly nadorové buiky. Pexastimogen devacirepvec
(Pexa-Vec, JX-594, Jennerex Biotherapeutics), modifikovany virus planych nestovic, ma odstranény virovy gen pro
thymidinkinasu a vlozené lidské geny pro - galaktosidasu a faktor podporujici riist kolonii granulocytti a makrofagi
(GM-CSF), ktery stimuluje imunitni systém. Predstavuje tak ptipravek kombinujici genovou terapii s viroterapii. Mize
se replikovat pouze v buiikach s vysokou hladinou thymidinkinasy, coz jsou nadorové bunky s mutovanymi geny RAS
nebo p53.Takové bunky pak virus lyzuje. Byl zkousen u nadort jater, kde ale nebylo dosazeno ptedpokladaného zlepse-
ni, zkousi se ale dale u nadort vajeénik, ledvin, stiev a kone¢niku.

Virus coxsackie, ktery je pfic¢inou nachlazeni a riznych détskych infekci, byl v Australii modifikovan na onkolyticky
virus Cavatak (Viralytic), ktery byl kombinaci s pembrolizumabem uspésny pfi prvnich zkouskach 1écby melanomu.
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Lidské reoviry infikuji dychaci a travici systém, infekce se obvykle projevuje jen jako mirna chiipka. Pro normalni
tkanové bunky nejsou piili§ nebezpecné, mohou ale selektivné zabijet nadorové buriky, a to i kmenové. Napadaji
predevsim nadorové buiiky s onkogenem ras. Klinicky zkouseny u nadora hlavy a krku, plic, pankreatu, stiev a vajec-
nikd je pelareorep (Reolysin, Oncolytics Biotech), kanadsky pfipravek obsahujici serotyp 3 reoviru. V r. 2015 byl
pelareorep povolen jako 1ék pro vzacna onemocnéni pro l1é¢bu nadorti vajeniki. NTX-010 (Neotropix) je pikornavi-
rus nazyvany virus udoli Seneca. Je zkousen u nadort plic a nékterych détskych nadort. Respiraéni syncytidlni virus
(RSV), ktery je ptivodcem tézkych respira¢nich onemocnéni u malych déti, mize u dospélych napadat a likvidovat
nadorové burky, a to i u imunokompetentnich jedinct. Jeho injekce do naddorové tkang, napi. nadort prostaty, by u
pacientl s nenarusenou imunitou mély byt bezpecné, protoze virus jinak napada jen plicni tkan, a to hlavné u déti.
Onkolytické vlastnosti nekterych virt mohou byt zlepSeny také vnesenim genu kodujiciho bakteridlni chondroitinasu, enzym
odbouravajici proteoglykany vyplijici prostor mezi butikami nékterych nadoru.

Vyse zminéné modifikované viry jsou lidské, coz znamena urcité omezeni pro jejich pouziti. Italsti virologové
proto vytvofili onkolyticky virus BoHV-4 modifikaci herpetického viru, ktery zptsobuje prijmy hovéziho dobytka.
Jeste dale pritom §li pracovnici n¢kolika americkych biotechnologickych pracovist, kteti v listopadu 2016 ohlasili,
ze vytvofili synteticky virus SCAV2 s dosud nejvétsim umélym genomem (34 tis. pard bazi), ktery ma selektivné
nicit nadorové buiiky rakoviny kosti osteosarkomu a pfitom neposkozovat normalni butiky. Pro terapii nadorQ prosta-
ty nereagujicich na antiandrogeny byl upraven pro lidi neskodny ptaci virus zptsobujici newcastleskou nemoc drtibeze, tak aby
se mnozil pouze v bunkach s aktivnim prostatickym specifickym antigenem, PSA. V r. 2006 byl v Izraeli izolovan typ viru
newcastleské nemoci napadajici driibez, ktery piisobil onkolyticky na nadory mozku. Virus myxomatoézy, krali¢i nemoci,
ktery neni pro ¢loveka infekéni, mtize pii podani spolu s imunosupresivné plisobicim lé¢ivem rapamycinem, napadat a
usmrcovat bunky glioblastomu, zhoubné¢ho nadoru mozku. Parvevirus H-1 je infekéni pro hlodavce, pro cloveka je
vSak neskodny. Pokusy na zvifatech s transplantovanymi lidskymi nadory ukazaly, Ze parvovirus napada buiiky nado-
ri mozku, ale okolni zdravou nervovou tkan neposkozuje.

Jinou moznost viroterapie predstavuje vpraveni ,,sebevrazednych* genti do nadorovych bunék.

Takovym sebevrazednym genem je gen z viru Herpes simplex, ktery koduje thymidinkinasu. Gen je v ptipravku siti-
magen ceradenovec (Cerepro, Ark Therapeutics) vloZzen do adenovirového vektoru (ad-HSV-tk). Zkousen je pfi
1é¢bé mozkovych nadort, glioml. Virova kinasa aktivuje antivirotikum gancyklovir, ktery je i€inny jen po pievedeni
na fosfat. V normalnich buiikéach se kinasa schopna fosforylovat gancyklovir nevyskytuje, takze antivirotikum zabiji
jen bunky napadené virem kodujicim thymidinkinasu. Podobnymi ptipravky jsou GliAtak, ProstAtak a PancAtak
(Advantagene) urcené pro 1é¢bu nadord mozku, prostaty a pankreatu, pfi jejichz aplikaci se vyuziva valacyklovir
misto gancykloviru. Jiné sebevrazedné geny koduji enzymy Sté€pici neSkodna profarmaka na cytotoxické produkty.
Selektivné, jen na nadorové buiiky, ma pusobit pfipravek vocimagen amiretrorepvec (Toca 511, Tocagen)
s retrovirovym replikujicim se vektorem, jimz se vnasi do nadorovych bunék gen kdodujici cytosindeaminasu. Zkousen
je u nadord mozku, aplikuje se pfimo do nadoru. Po podani 5-fluorcytosinu dochazi v nadorovych burikach k jeho
enzymatické deaminaci na protinadorové¢ ucinny 5-fluoruracil.

Terapie onkolytickymi viry zatim pfinéSela jen stfidavé uspéchy, takze se zatim nepropracovala do
béZné protinadorové terapie. Hledany proto jsou moZnosti jak jeji u¢innost zvysit.

Jednu z nich predstavuje kombinace viroterapie s podavanim dalSich 1é¢iv — a nemusi to byt 1éky protinadorové. Za-
jimavou moznost zvySeni ucinnosti piedstavuje kombinace podavani onkolytickych vird s dimethylfumaratem, ktery
se pouziva pfi 1é¢be roztrousené sklerdzy (ptipravek Tecdifera). Pti zkouskach s tkanovou kulturou bunék nadort
ledvin dimethylfumarat podany pred aplikaci riznych onkolytickych virti (viry puchytkového zanétu ustni dutiny,
herpetické viry, adenoviry, virus Sindbis) az stonasobné¢ zvysoval produkci virovych ¢astic v nadorovych buiikach

Genova terapie je zaloZena na vnaSeni celych funkénich genil tvofenych rozsédhlou dvofetézcovou
DNA. Teoreticky mtize byt do bun¢k dopraven ,,nahy* gen, samotna kddujici DNA. Prakticky se ale
vyuziva vneseni genu do bunék pomoci vhodného ,,vektoru®. Zatim se geny nejcastéji vkladaji do
virt, které byvaji upravené tak, ze je eliminovana jejich patogenita. Zkousena je ale ,,doprava* genii do
bunék pomoci plasmidii i dalSich nevirovych vektort.

Genova terapie byla poprvé vyuzita pti 1€¢bé kombinované imunodeficience (SCID, Severe Combined ImmunoDefi-
ciency) zpusobené mutaci genu, ktery zajist'uje rist a zrani bunék imunitniho systému. Nemoc je nastesti velmi vzac-
na. Gen se vyskytuje na neparovém chromosomu, takze SCID onemocni jen chlapci. Postizeni nemaji funkéni imunit-
ni systém a tak snadno podléhaji i lehkym nakazadm. Musi proto zit v aseptickém prostiedi. To jim zajist'uji plastové
vaky, ,,bubliny*, naplnéné filtrovanym vzduchem (nemoc je anglicky nazyvand nemoc bublinovych chlapct, ,,bubble
boy disease). Pfes veskerou péci se postizeni dozivaji v priméru jen 12 let. Lécba byla mozna jen transplantaci kost-
ni dfené. Ta vSak nemusi byt vzdy Gspésna a kromé¢ toho je problémem nalezeni vhodného darce. Genova terapie
spocivajici ve vneseni funkéniho genu do organismu postizenych pomoci virového vektoru byla povazovana za velky
pfinos, protoze se ji podarilo uspésné vylécit 15 chlapct z 18.
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Pak se vsak vyskytly komplikace, kdyz jeden z lécenych chlapcti onemocnél leukemii. Vneseny gen se dostal do bliz-
kosti genu, ktery se podili na regulaci buné¢ného déleni. Ten piitom byl aktivovan a spustil procesy vedouci ke vzniku
nadorového onemocnéni. Dalsi zkousky genové terapie proto byly v fijnu 2002 pozdrzeny. Pozdéji byly zkousky
obnoveny, avsak v r. 2005 dalsi z dfive léCenych pacientl onemocnél opét leukemii. Zkousky byly znovu zastaveny.
Byly hledany moznosti selektivniho vneseni genti na takova mista genomu, kde by nezadouci aktivace sousednich
genl nehrozila. To umoznila az technika oznacovana zkratkou CRISPR-Cas9, kterou vr. 2012 vyvinula Jennifer
Doudna z university v Berkeley. Tato technika vyuziva specificky oligoribonukleotid se shluknutymi pravidelné pro-
lozenymi palindromickymi repeticemi (CRISPR = Clustered Regulary Interspaced Palindromic Repeats) s asociova-
nou nukleasou Cas9 (CRISPR associated protein 9), ktery umi vyhledat urcitou specifickou sekvenci DNA. Enzym
Cas9 tam pak DNA rozstiihne a pfipravi tim misto pro pfesné vlozeni nového genu.

Nédorové onemocnéni je vyvolano poruchami genti, genova terapie je tedy jednou z nabizejicich se per-
spektivnich moznosti 1é¢by rakoviny. Piipravky pro genovou terapii jsou zkouseny u pokrocilych stadii
nadori, moznost piipojeni funkcnich genti na nevhodné misto proto neni tak rizikova, jako je tomu pfi
genové terapii jinych chorob. Bude vsak tfeba jest¢ mnoho Usili, nez ji bude mozné rutinné vyuzivat.
Mohla by se uplatnit i pii posileni odolnosti normalnich bunék vii¢i cytostatikiim a genetické imunomo-
dulaci, ke zvySeni antigenniho charakteru povrchu nadorovych bunék pomoci DNA vakcin nebo ke zna-
sobeni poctu genil zodpovédnych za produkci cytokinti regulujicich imunitni odezvu organismu.

virus modifikovany tak, aby exprimoval aktivni gen p53. Gendicin byl povolen pro 16¢bu nadort hlavy v Cing, kde podminky
schvalovani novych ptipravki patrné nejsou tak prisné jako v jinych zemich. Informaci o G¢innosti a dalSich vlastnostech pii-
pravku je k dispozici jen malo. Podobnym piipravkem je kontusgen ladenovek (contusgene ladenovec, Advexin, Introgen
Therapeutics), ktery obsahuje lidsky tumorsupresorovy gen p353 a promotor cytomegaloviru zabudované do adenoviru 5 tak,
aby nahradily virové geny E1A4 a E1B. Pfi klinickych zkouskach byl virovy vektor s funkénim genem p353 vstiiknut pacientim
ptimo do nadoru. U 29% pacienttli doslo ke zmensSeni nddoru a interval do progrese nadoru ¢inil vice nez 12 mésicti, u 48%
pacientd doslo k nejméné tfimésicni stabilizaci onemocnéni. Dlouhodobé toxické ucinky nebyly zjistény ani za 46,5 mésict.
Jiny adenovirovy piipravek kodujici tumorsupresorovy gen REIC/Dkk3 vyvijeny japonskou firmou Momotaro Gene se zkousi
pfi lécbe nadorti prostaty. Nékolik piipravkil obsahuje geny kodujici cytokiny regulujici imunitni systém. TNF erade obsahuje
gen pro TNF zabudovany do upraveného adenoviru. Je zkousen pii 1é¢b€ nadorti pankreatu, hlavy a krku, kolorektalniho karci-
nomu a melanomu v kombinaci s chemoterapii a/nebo radioterapii. Zahajeny byly klinické zkousky faze I Ad5-TRAIL, ade-
novirového vektoru s lidskym genem koédujicim induktor apoptozy TRAIL (TRAIL je zkratka pro TNF-Related Apoptosis
Inducing Ligand). Nekolik pfipravki obsahuje geny kodujici cytokiny regulujici imunitni systém. Pii 1é¢bé nadort mocového
mechyfte je zkousen SCH 721015 tvofeny adenovirem se zabudovanym genem pro interferon og. Pti 16€b€ melanomu nebo
v kombinaci s radioterapii je zkousen ptipravek je INGN-241 s DNA kodujici IL-24 (interleukin 24), ktery ptisobi jako tumor-
supresor, ale ovliviuje i1 jako cytokin imunitni systém. Podobnou funkci ma piipravek Ad-RTS-hIL-12, ktery obsahuje adeno-
virovy vektor s genem pro interleukin 12. Piipravek stimuluje imunitni systém organismu k likvidaci nadorovych bunék T-
lymfocyty a buitkami nazyvanymi piirozeni zabijeci (NK buriky, natural killer cells) a také ma brzdit angiogenesi, zkousen je u
metastazujicich melanomi, u¢inny by mél byt i u nadort jater a stfev. Jeho zkouseni pii 1écbé nadord mozku ale zkomplikovalo
umrti pacienta na nitrolebecni krvaceni. Talimogen laherparepvek (Imlygic, Amgen) je virus Herpes simplex (pivodce
opart) modifikovany vlozenim genu kodujiciho GM-CSF. Po injekci do nadoru dochazi k nekréze bunek, do nichz virus pro-
niknul. Soucasné je pfitom aktivovana imunitni obrana organismu proti buiikam s nadorovymi antigeny na povrchu. Vysledky
zkousek pii 1é¢bé neoperabilniho melanomu byly ptiznivé a v zavéru roku 2016 byl T-VEC pro tuto indikaci povolen, pokracu-
ji zkousky u nadort hlavy a krku, prsu, pankreatu, stfev a koneéniku. Podobnym modifikovanym virem je japonsky telomely-
sin (Oncolys BioPharma. VloZeny gen pro GM-CSF obsahuje také adenovirus CG0070 (Cold Genesis) zkouseny u nadort
mocového méchyte. Piipravek VB-111 (VBL Therapeutic, Izrael) tvoreny nereplikujicim se adenovirem s genem kodujicim
protein FasC a promotorem regulujicim expresi prekurzoru PPE1 (preproendothelin-1), z néhoz v organismu vznika endothelin
1. Pfipravek brzdi vznik novych cév v nadoru. Zkousen je ve fazi Il u nadort stitné Zlazy a glioblastomu.

Nekolik piipravki pro genovou terapii vyuziva k vneseni genti do bunék misto virt plasmidy.

Plasmidy jsou kruhové utvary tvorené dvoufetézcovou DNA, které se mohou piirozené vyskytovat v bakteriich i v nékterych
eukaryotickych bunkach. Ve vhodnych hostitelskych buikach se mohou nezavisle replikovat, mohou se ale také integrovat do
chromosomil a pak replikovat jako jejich soucast. EGEN-001 je pfipravkem s DNA kddujici interleukin 12. Plasmidova DNA
je ,,hola* a tedy silné polarni, plasmidy pouzivané v genové terapii jsou proto aplikovany v lipidickych ¢asticich nesoucimi
kladné naboje. V pripravku EGEN-001to je lipopolyamin, kopolymer ethylenglykolu a ethylendiaminu, s navazanym choleste-
rolem. Zkousen je pii 1é€b¢ nadort vajecnikti a kolorektalniho karcinomu. Velimogen aliplasmid (Allovectin-7, Vical) je
lipidicky komplex splasmidem obsahujicim sekvence DNA kodujicimi lidsky leukocytdrni antigen HLA-B7 a [-
mikroglobulin. Koédované proteiny spolené vytvareji hlavni histokompatibilni komplex I (MHC-I), ktery lze povazovat za
jakysi podstavec pro prezentaci peptidil z nadorové buiiky. Jejich rozpoznani pak dava signal T-lymfocyttim, aby buiku likvi-
dovaly. Klinické zkousky u metastazujicich melanomt ale pfinesly zklamani, vysledky nebyly lepsi nez pii bézné lécbe.
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Selektivné puisobici jen na nadorové bunky ma byt piipravek BC-819, coz je komplex polyethyleniminu a plasmidu
s vlozenym genem kodujicim podjednotku A toxinu bakterii zaSkrtu. Tvorba toxinu vyZzaduje soucinnost
s promotorem H19. Ten neni aktivni v normalnich buiikach, je ale reaktivovan v nadorovych bunkach. Toxin tak neni
produkovan v normalnich bunkach, ale v nddorovych bunkach, které zabiji. Aplikuje se piimo do nadoru. Zkousi se
pfi lécbe nadortt mocového méchyie, Gspésné byly preklinické zkousky jeho inhala¢niho podani u nadort plic.
Kromeé virQ se v protinadorové terapii mohou uplatnit i n¢které bakterie.

Zkouseno je vyuziti mutant bakterii Salmonella typhimurium vybranych tak, aby se pfednostné mnozily v nddorovych tkanich
s deficitem genu p53. Zajimavy postup kombinujici bakterioterapii s radioterapii predstavuje vyuziti infekce oslabenymi bakte-
riemi Listeria monocytogenes, které se mohou mnoZit pouze v nadorovych bufikich. Na butiky je navazan izotop rhenia '%Re,
jehoz R-zafeni pak likviduje infikované buriky a jejich blizké okoli. Vzhledem ke kratkému polocasu je poskozeni zdravych
bun€k minimalni. Pfi zkouskach na mySim modelu metastazujicich nadord pankreatu se podafilo eliminovat az 90% metastaz.
V piipravku axalimogene filolisbac jde o stejné bakterie s genomem upravenym vnesenim plasmidu kodujiciho peptid E7
viru HPV 16, které selektivné hubi buiky nadorti vyvolanych infekci papilomavirem — nadord délozniho ¢ipku, hlavy
a krku a koneéniku, kde se virus vyskytuje. Pro tyto indikace byl pfipravek povolen jako 1ék ,,sirotek*

Zajimavou moznost piedstavuje vyuziti oslabenych bakterii kmene Sal/monella k ,propasovani* nanocastic tvoienych kopo-
lymerniho polyesteru kyseliny mlééné a glykolové s navazanym lé¢ivem do nadorovych bunék v systému NanoBEADS
(Bacteria Enabled Autonomous Drug delivery System). Jak ukazaly preklinické zkousky s mySim modelem, bakterie, které
pronikaji do tkani, jednak aktivuji imunitni systém, jednak dopravi do naddorovych bunék nanocastice s 1écivem.

Oligonukleotidy blokujici prenos genetické informace

Dalsi moznost ,,biologické* protinadorové terapie piedstavuji zasahy do prenosu genetické informace.
Ptepis onkogenii 1ze blokovat pomoci komplementarnich (protismérnych, antisense) oligonukleotidi.
Jde o kratké jednofetézcové sekvence ribo- nebo deoxyribooligonukleotidii nebo jejich analog (,,pepti-
dovych NA*) s 15-30 bazemi, které jsou obvykle spojeny modifikovanymi fosfatovymi vazbami nebo
jsou pegylovany, popt. maji v poloze 2 cukerné ¢asti misto vodiku methoxylovou skupinu. Takové mo-
difikace zvysuji stabilitu molekul oligonukleotidii, které pak 1épe odolavaji hydrolyze katalyzované nuk-
leasami. KdyZ se komplementarni oligonukleotid navaze na urcity isek mRNA, je zablokovana tvorba
prislusné bilkoviny a mRNA s navazanym oligonukleotidem je rozstépena ribonukleasou H.

Antisense

Blokovani translace komplementarnimi (antisense) oligonukleotidy
Komplementarni oligonukleotidy jsou studovany jiz od 70. let. Jejich klinické zkouSeni ale zatim nepfineslo zadny vy-
razny uspéch a tak se (na rozdil od monoklonalnich protilatek) v protinadorové terapii neprosadily. Sir§imu terapeutic-
kému vyuziti komplementarnich oligonukleotidti nebo ribozymi (viz dale) bude zifejmée branit i jejich omezena stabilita,
problémy s priinikem do bunék i cena. Pro zvySeni stability musi byt modifikovany jejich fosfatové skupiny.
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Prvnim povolenym komplementarnim oligonukleotidem je formivirsen (Vitravene, Isis), ktery vSak neni urcen pro protinado-
rovou terapii, ale pro 1é¢bu cytomegalovirovych infekci v o¢nim Iékarstvi. Protinadorove u¢inny je oblimersen (Genasense,
Genta), ktery je komplementarni k prvnim 6 trinukleotidovym sekvencim genu kodujiciho inhibitor apoptozy, protein Bel-2.
Zkousen byl pro 1é¢bu chronické myeloidni leukémie a pokrocilych stadii melanomu, povolen ale nebyl. Zkouseni trabeder-
senu, ktery blokuje tvorbu transformujiciho ristového faktoru TGFB2 dospélo do faze III pfi 1écbé nadord mozku je. Statut
urychlené¢ho posouzeni obdrzel kustirsen (OGX-011/TV1011, OncoGenex Pharmaceuticals), komplementarni oligonukleotid
druhé generace blokujici tvorbu klusterinu, kyselého glykoproteinu (oznacovaného také TRPM-2, coz je zkratka pro Testoste-
rone-Repressed Prostatic Message). Ten se v nadmérném mnozstvi vyskytuje v buiikach nadort prostaty, kde brani apoptoze.
Podani kustirsenu potlacuje rezistenci a zvySuje u€innost pouzivanych chemoterapeutik, pouziva se v kombinaci s docetaxelem
a prednisonem. Kromé 1é¢by rezistentnich nadorti prostaty je kustirsen zkousen i pii 1écbé nadort plic. Podobnym komplemen-
tarnim oligonukleotidem je apatorsen (OGX-427), tvoteny 20 nukleotidy (20-mer, od meros = fecky ¢ast) guaninu, 5-
methylcytosinu a thyminu, z toho 16 deoxyribonukleotidy a 4 nukleotidy 2 -O-methoxyethylribosy spojenymi fosforothioato-
vymi vazbami. Apatorsen blokuje tvorbu proteinu tepelného Soku Hsp27, ktery je produkovan burikami nadord prostaty, mo-
¢ového méchyte a nekterych dalsich nadord jako odezva na stres zpuisobeny chemoterapii a radioterapii. HSP27 podporuje
bunééné déleni a rist a brani apoptdze, jeho tvorba souvisi i s rezistenci nadorovych bunék na antiandrogeny a dalsi léCiva.
Apatorsen byl zkousen v kombinaci s abirateronem u nadorti prostaty, s jinymi lé¢ivy pii 1é¢be nadorti plic a mocového mechy-
fe, neuspéch prinesly zkousky v kombinaci s abraxanem (paklitaxel vazany na albumin) pii 1écbé nadord pankreatu.

Cenersen (Aczea, Eleos), je rovnéz 20-mer s fosforothiodtovymi vazbami. Je komplementarni k mutované formé genu p53 a
ma potlacovat tvorbu neti¢inné varianty proteinu p53. ZkouSen byl pii 1é€bé akutni myeloidni leukemie v kombinaci
s idarubicinem a cytarabinem. Archexin (Rexahn) je 20-mer komplementarni k mRNA kodujici serin-threoninovou proteinki-
nasu Aktl, kterd se podili na potlacovani apoptosy a je ve zvysené mife exprimovana v fadé nadord. M4 statut zrychleného
posuzovani léki sirotkd pro 5 nadorovych indikaci, v kombinaci s gemcitabinem je zkousen pii 1é¢bé nadort pankreatu. Ve fazi
4e, zkousen je u nadord plic a pankreatu; ISIS-STAT3rs, ktery blokuje gen pro ,prevodnik signalu a aktivator transkripce 3%,
protein STAT3 (Signal Transducer and Activator of Transcription 3), jenZ je G¢inny v fadé nadorovych bunék, kde brzdi
apoptosu a podporuje rist, zkousen je u solidnich nadort a lymfomii. LOR-2040 je komplementarni oligonukleotid blokujici
tvorbu podjednotky M2 ribonukleotiddifosfatreduktasy, enzymu, ktery se podili na syntéze DNA a tim ovliviiuje bunééné déle-
ni. Jeho nadmérna exprese stimuluje rist nadord. Zkousen je pri 1écbé akutni myeloidni leukemie, G¢inny by mél byt i u me-
tastdzujicich nador@ prsu, nadorti stfev a ledvin a nemalobunéénych nadort plic. SD-101 je deoxyoligonukleotid
s thiofosfatovymi vazbami, ktery je agonistou receptoru TLRY, ktery se vyskytuje u jednoho druhu specializovanych dendritic-
kych i u B-bun€k. Aktivace receptoru vyvolava imunologickou odezvu vii¢i nadorovym bunkam. SD-101 injekéné aplikovany
do nadoru je zkousen v kombinaci s pembrolizumabem pfi 1écbé metastazujicich melanomi a nadord hlavy a krku vychazeji-
cich zdlazdicovych bunek. U tii jinych komplementarnich oligonukleotidi (BP-100-1.01, EZN-2968 A EZN-4176) byla zaha-
jena faze I klinického zkouseni, n€kolik dalsich je v preklinickém vyvoji. Mezi komplementarni oligonukleotidy 1ze zatadit i
néktera jiz zminéna potencialni 1é¢iva zkousena jako inhibitory telomerasy (viz Farm 9).

Komplementarnim oligonukleotidim se podobaji tzv. merfolina (Morpholinos), které maji cukernou slozku nahraze-
nu zbytkem morfolinu. Mivaji kolem 25 bazi a v disledku své nepftirozené struktury nejsou degradovany nukleasami.
Morfolina u¢inné blokuji translaci mRNA, ukazalo se vSak, Ze mohou negativné ovliviiovat sestfih pre-mRNA, takze
se do fetézce mRNA dostavaji misto exonl nékteré introny. Jejich vnaseni do bunék je komplikované a maji malou
specificitu. Jejich chybné parovani pak mize byt pric¢inou bunécné smrti, ktera byla pozorovana u nervovych i jinych
bun¢k. Morfolino, které blokuje protein GRP78 vyskytujici se ve zvySeném mnozstvi v buiikach nadord prsu, napo-
maha zvySovat G¢innost antiestrogentl, jako je tamoxifen.

Prillom v oblasti terapeutickych (ale zejména diagnostickych) oligonukleotid ptinesly jiz zminéné nukleo-
tidické aptamery — ribo- nebo deoxyribooligonukleotidy s vysokou afinitou k vybranym biomolekulam.

Aptamery jsou vybirany z knihoven syntetizovanych oligonukleotidti metodou oznacovanou jako SELEX (Systematic
Evaluation of Ligands by EXponential Enrichment). Pfitom se na 3" a 5’konce zvoleného malého oligonukleotidu
slouziciho jako primer napojuji dalsi nukleotidy. Vznikne knihovna jednofetézcovych oligonukleotidl, ktera se po-
drobi vazebné interakci s cilovou strukturou zakotvenou na vhodném nosici. Cilovou strukturou pfitom mtize byt
néktery enzym, receptor, oligo- nebo polynukleotid, ale i malé molekuly a ionty. Zachycené oligonukleotidy se pak
eluyji a polymerazovou fetézovou reakci (Polymerase Chain Reaction, PCR) se namnozi. PCR spoc¢ivd v namnozeni
oligonukleotidti podle predloZzeného vzoru — templatu — tvofeného dvousroubovici DNA. Ta se kratkym zahiatim na
teploty kolem 95°C rozdéli na jednotetézcové tiseky, na jejichz konce po ochlazeni na 50-65°C nasednou primery —
vhodné zvolené oligonukleotidy. Na kratké komplementarni tseky vniklé po nesednuti primerti se navaze termosta-
bilni polymeraza izolovana z termofilnich bakterii (vétSinou Thermus aquaticus objevenych v okoli motskych vyveéri
horkych prament). Po ohtati smési v pufrovaném roztoku roztoku obsahujicim smés deoxynukleosid trifosfatl
(dATP, dCTP, dGTP a TTP) a hofecnatych iontd na 75-85°C dojde k vytvofeni komplementarnich fetézct
k pivodnimu templatu. Postup se pak opakuje. Reakce jsou rychlé a v automatickém termocykleru se velmi rychle
dosahne exponencialniho namnozeni ptivodné vlozeného templatu.
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Produkty PCR se znovu nechaji interagovat s cilovou strukturou imobilizovanou na nosi¢i, upravi se ale podminky
eluce tak, aby byly vymyty aptamery s vyssi afinitou k prislusné struktufe. To se mlize je$té nékolikrat opakovat. Jak
jiz bylo zminéno, oligonukleotidové aptamery pfedstavuji alternativu k protilatkdm (viz vySe) i komplementarnim
oligonukleotidim. Jejich pfednosti je vysoka selektivita vici cilové struktufe, nizka imunogenita a snazsi pfiprava nez
je ziskavani lidskych nebo humanizovanych protilatek a dobra termicka stabilita, nevyhodou rychlé hydrolytické
Stépeni fosfatovych vazeb katalyzované nukledzami obsazenymi v krvi. Ur€itymi naslednymi modifikacemi lze vSak
hydrolytickou stabilitu oligonukleotidickych aptamerti zvysit. Oligonukleotidickym terapeutickym aptamerem je
IMO-2125, ktery je podobn¢ komplementarni oligonukleotid SD-101 (viz vyse) agonistou receptoru TLR9. Zajima-
vou lécivou latkou mize byt chiméricky aptamer, interagujici hned se 3 receptory: EGFR, HER2 a HER3. ktery
konstruovan napojenim HER3 aptameru (79 bazi) ptes 2 adenylatové spojky na 3’-konec jednoho fetézce a HER2
aptameru (34 bazi) na 3 -konec druhého fetézce EGFR-siRNA pfes 4-adenylatové spojky zajist'ujici konformacni
flexibilitu produktu. Pti preklinickych zkouskach vyvolaval tento aptamer v tkanové kultufe zastaveni rtistu a apopto-
zu nadorovych bunék s receptory HER2 a HER3 a pii zkouskach u mysi s transplantovanym nadorem vykazoval vy-
sokou afinitu k bunikam s témito receptory také in vivo.

Zatimco komplementarni oligonukleotidy blokuji pfepis genetické informace z DNA na mRNA,
ribozymy, ribonukleové kyseliny s katalytickou aktivitou, mohou §tépit jiz vytvoienou mRNA.

Pfipraveny byly ribozymy S$tépici mRNA odvozenou od onkogenll ras nebo fos, resp. genu mdr podilejiciho se na
rezistenci nddorovych bunék vici cytostatikim, do protinddorové terapie ale ribozymy nepronikly. V letech 2001-3
byl klinicky zkouSen ve fazi I ribozym Herzyme (Ribozyme Pharmaceuticals), ktery st€pi mRNA kodujici receptor
typu 2 pro lidsky epidermalni rtstovy faktor HER2 vyskytujici se v nadmérném mnoZzstvi na povrchu bunék nadort
prsu. Zkousky mély sice byt tispésné, ale dalsi zkouseni jiz nepokrac¢ovalo. Vzniku novych cév mél branit Angiozym,
ribozym specificky $té€pici mRNA, ktera koduje VEGFR1, jeden z receptort pro vaskularni endotelialni riistovy fak-
tor, faze II jeho klinického zkouseni pti 1é¢bé metastazujicich nadori prsu ale také skoncila neuspéchem.

V posledni dobé€ je vénovana velkd pozornost tzv. malym interferujicim RNA (siRNA, small
interfering RNA) nebo mikroRNA (miRNA, microRNA). Jsou to malé oligoribonukleotidy se 17-
25 bazemi, které jsou pfirozenymi regulatory exprese genil. Oba typy malych RNA mohou zptiso-
bit postransla¢ni uml¢eni genti (gene silencing), tj. zablokovat ptepis mRNA na odpovidajici bil-
kovinny produkt. Mohou tak narusit funkce gentl, aniz by pfitom doslo k jejich poskozeni’).
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He, L. and Hannon, G.J.. MicroRNAs: small RNAs with a big role in gene regulation.Nat Rev Genet. 5(7):522-31, (2004), pfevzato
z M. Mraz, BIOLOGICAL ROLE OF microRNAs IN ANIMAL CELLS, DEVELOPMENT AND CANCER, Web Book, 2010

") Clanek o téchto i dalsich malych nekodujicich DNA — viz K. Spurnd, J. Viktorova, T. Ruml, Pfehled malych neké-
dujicich RNA, Chemické listy 112, 811-818, (2018)
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Malé regulacni RNA byly objeveny v r. 1993 u Cervika Caenorhabtis elegans, predtim byly povazovany pouze za
fragmenty RNA. Ukazalo se, Ze maji vyznamnou tlohu pfi ,,uml¢ovani* gent (reguluji ptepis az 30% gentl) a to vy-
volalo obrovsky zajem o jejich studium. Dnes je znamo na 600 lidskych siRNA a miRNA. Jsou komplementarni
k ur¢itym ¢astem mRNA, vznikly komplex s mRNA pak neni schopen translace. siRNA jsou tvofeny kratkymi zdvo-
jenymi fetézci RNA, miRNA jsou jednofetézcové. Meziprodukty tvorby siRNA jsou kratké (malé) vlasenkové shR-
NA (short/small hairpin RNA) se dvéma komplementarnimi fetezci, které jsou na jednom konci propojeny ostry za-
hybem. Pfipominaji tak vlasenku.

V organismu vznikaji siRNA z dvoufetézcové RNA nebo shRNA plisobenim endoribonukleasy
Dicer, miRNA vznika z pri- a pre-mikroRNA. Cilovym mistem siRNA jsou zejména oblasti boha-
té na tzv. AU-elementy, které asto obsahuje mRNA odvozena od onkogent. Pfi interakci nasmé-
ruji siRNA s komplementarni sekvenci k m-RNA komplex RISC (RNA-induced silencing com-
plex), ktery ¢ast m-RNA rozstépi. Zbytek molekuly se pak stane zna¢né nachylny k dalsi degrada-
ci. Translaci blokuji i miRNA, nemusi vSak vyvolavat §t€épeni mRNA.

Zatimco komplementarita siRNA je zna¢na, k dostate¢n¢ silné interakci miRNA s mRNA ma stacit, aby komplemen-
tarni byla sekvence pouhych 2-8 nukleotidii na 5'-konci. Jedna miRNA tak muze interagovat s celou fadou riznych
mRNA. To znamena, ze blokada funkce ur¢ité miRNA mize ovliviiovat expresi riznych gend v riznych tkanich. V
nékterych nadorech byl zjistén zvyseny vyskyt urcitych typtt miRNA, které inaktivuji geny tlumici rist a déleni bu-
nék. Pro jejich vyznam pro vznik nadorti byly nazvany enkomiry. Napf. v metastazujicich melanomech bylo zjisténo
zvySené mnozstvi mikroRNA-182 (miR-182) potlacujici expresi dvou tumorsupresorovych genti a tim snizujici kon-
centraci tumorsupresorti v melanomovych bunkach. Aktivaci imunitniho systému potlacuje miR-183. Jind miRNA,
miR-155, inhibuje geny kodujici enzymy opravujici Spatné parovani bazi v DNA. ZvysSena exprese miR-155 pak ma
za nasledek genetickou nestabilitu bunék a tedy zvySené riziko jejich nddorové transformace. Zvysena hladina miR25
a miR93 umoziuje nddorovym bunkam vyhnout se utoku imunitniho systému. miR150 se vyskytuje ve zvySené mire
v buiikdch folikularniho lymfomu a ve spolupraci MU a CEITEC bylo navrzeno jeji vyuziti v diagnostice jako bio-
markeru. Dalsimi identifikovanymi onkomiry jsou napf. miR-15, 16, 17, 19a, 19b, 20, 21, 92, 125b nebo 569.

Nékteré¢ miRNA mohou naopak mit protinddorové ucinky, napft. tim, ze blokuji expresi onkogend.

Prikladem takovych miRNA nazyvanych také antionkomiry mohou byt miR-192, miR-194 a miR-215, které potlacu-
ji expresi genu kodujiciho protein MDM2. Protein MDM2 inaktivuje tumorsupresor p53 tim, ze katalyzuje jeho
ubikvitinaci a naslednou degradaci v proteasomech. Obnoveni funkce p53 zajistuje i miR34a, ktera pii zkouskach po
vneseni pomoci nanoc¢astic do bunék nadord zaludku s deficitem p53 inhibovala riist nddorovych bunék a indukovala
jejich apoptézu. Jinym piikladem protinadorové ti€inné miRNA mize byt miR145/147 inaktivujici onkogen KRAS.
Ve srovnani s normalnimi bunikami je v bunikach nadord pankreatu koncentrace miR145/147 podstatné nizsi. ZvysSeni
jeji hladiny by proto mélo rust nddord potlacovat. Snizend hladina miR-429 v buiikdch metastazujicich nadort vajec-
nikt souvisi s jejich invazivnosti, nidvrat na pivodni Groven mize proto potla¢it metastazovani. Tumorsupresorovou
funkci ma miR-486: v buiikach nadora plic blokuje tvorbu ristového faktoru IGF, ktery dava signaly k buné¢nému
déleni. Zvysena doba pfeziti pacientd s nékterymi nadory souvisi s vy$s§i hladinou miR-200 v jejich nadorovych bun-
kach. Je to vysvétlovano tim, ze mi-R200 blokuje vznik novych cév v nadoru. Podani miR-200 pokusnym zvifatim
snizovalo hladinu cytokini IL8 a CXCLI1, ¢imZ potladovalo rist nadorti a branilo metastazovani. Podobné ziejmé
pusobi miR506, jejiz hladina je snizena v nadorech vajecnikli a pankreatu. ZvySenim hladiny miR506 byl potlacen
rust nddorovych bun¢k a metastdzovani, zvySena byla ucinnost chemoterapie. Pomoci nanoc¢astic je mozné vnaset
onemocnéni. Metastazovani brani i nove objevena miR1199-5p. Tvorbu cyklinu A2, bilkoviny, ktera ovlivituje prubéh
bunééného déleni a chrani bunky jater a stiev pfed nadmérnou proliferaci, potlacuje miR-22. Expresi témét 4.800
lidskych geni mize ovliviiovat miR122. SniZeni jeji hladiny nebo vymizeni v burikdch nadort jater ma za nasledek
nariist mnozstvi né€kolika onkogenti v jaternich buiikach a zhorSeni prognézy 1é¢by pro pacienty.

V kmenovych nadorovych buiikéch je koncentrace jedné miRNA oznacované jako let-7 nebo Lethal-7 podstatné nizsi
nejen ve srovnani s diferencovanymi normalnimi tkdflovymi burikami, ale i béznymi zralymi naddorovymi buiikami.
Ukazalo se, ze let-7 umlcuje onkogen ras a ze tedy pasobi jako tumorsupresor, mize ale ovliviiovat i expresi dalSich
gent, které se podileji na bunécné proliferaci. Nizky obsah let-7 v kmenovych nddorovych bunkach naznacuje, ze
dodani této miRNA by mohlo tyto bunky aktivovat, aby se zacaly délit a mohly pak byt 1épe zasdhnuty protinadoro-
vymi lécivy. Novym poznatkem je, Ze snizeni hladiny let-7 nebo nepfitomnost v T-lymfocytech méni tyto bunky v
,superzabijaky* a tim podstatné zvysuje imunitni odpovéd’ organismu.

Nedavno bylo prokazano, ze tumorsupresor p53 miize brzdit tvorbu PD-L1 a tim i Gnik nadorovych bun¢k pted imu-
nitni kontrolou ovliviiovanim tvorby miR-34a. V nékterych nadorovych burnkéach je hladina miR-34a snizena a jeji
dodéani proto potlacovalo rust takovych nadorovych bunék.
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Po uspésnych preklinickych zkouskach mély byt zahajeny klinické zkousky prvniho léCiva pro protinadorovou terapii s funkei
mikroRNA, pripravku MRX34, coz je v liposomech enkapsulovana dvoutetézova RNA, ktera ptisobi podobné jako miR-
34a. V nov¢jsi literatue jsou ale jen tidaje o klinickych zkouskach miravirsenu, coz je anti-miR 122 proti hepatitidé C.
Problémem, ktery brani vyuziti 1écby oligonukleotidy, je jejich rychlda degradace v krevnim obchu. Enkapsulace
v liposomech nebo nanocasticich nebo modifikace jejich stavebnich kamenti — nukleotidi — proto pfedstavuje proto moz-
nost, jak jejich potencial vyuzit. Zahdjeny byly napf. preklinické zkousky ptipravku tvofeného sférickymi nanocésticemi na
mysim modelu s nemalobunéénymi nadory plic, ktery obsahuje kromé miR-29-b lidsky imunoglobulin IgG skryvajici na-
nocastici pfed imunitnim systémem, antigen MUCI jako slozku smérujici nanocastici na nadory plic a poloxamer 188 (ko-
polymer tvofeny bloky polypropylenoxidu a polyethylenoxidu), jimz jsou slozky do nanocastice ,,slepeny*.

Jestlize n¢které miRNA mohou potlacovat rist nadoru, v jinych ptipadech mize byt naopak zapotiebi
tvorbu a ptisobeni miRNA blokovat. Ve vyvoji je proto i nékolik ,,anti-miRNA®, tzv. antagomiri,
oligonukleotidli s vysokou komplementaritou k cilové miRNA.

Blokovanim uréitych miRNA mohou zabranit nezadoucimu uml¢ovani gendl antagomiry vyvijené pro 1é¢bu nadoro-
vych, ale i virovych a kardiovaskularnich onemocnéni. Tvorbu miRNA ma blokovat na guanin bohaty aptamer
AS1411 inhibujici nukleolin, bilkovinu potfebnou pro ,,zrani“ miRNA. Vysoka hladina nukleolinu v nadorech prsu je
spojena nadmérnou produkci miR-21, miR-103, miR-221 a miR-222, coz vyvolava rezistenci nadorovych bun€k vici
cytostatikiim a zvySuje agresivitu nadord.

Prvni terapeutické siRNA patisiran, fitusiran, givosiran nebo inklisiran, postoupily do zadvére¢nych
fazi klinickych zkousSek, je to ale pii 1é€bé dédi¢nych genetickych poruch, jako je amyloidoza,
hemofilie, porfyrie, apod. Piipravky pro protinddorovou terapii zatim pokrocily nanejvys do stadia
pokusii na zvifatech nebo do faze I klinického zkouseni.

Nejvice pokrocily zkousky TKM-PLK1 (Tekmira), siRNA umlcujici PLK1 (Polo-Like Kinase 1), jednu z kinas bunééného
cyklu. Piipravek ALN-VSP02vyvijeny firmou Alnylan pro 1é¢bu nadort jater obsahuje dveé siRNA blokujici tvorbu VEGF a
kinesinu, bilkovinného motoru zajist'ujiciho pohyb po mikrotubulech. Ma tlumit rtist krevnich kapilar v nadoru.

Zahajeny by mély byt klinické zkousky piipravku Atu027 (Silence Therapeutics) obsahujiciho stabilizovanou siRNA blokujici
expresi genu kodujiciho proteinkinasu N3 exprimovanou v bunikich cévni vystelky, ktera se podili na fizeni morfologie a po-
hybu endotelidlnich a nadorovych bunék. Komplexni systém RONDEL vyuziva k zasahu proti nadorovym bunikdm pripravek
CALAA-01 obsahujici siRNA blokujici tvorbu podjednotky M2 ribonukleotidreduktasy, ktera participuje na vzniku deoxyri-
bonukleotidti. Na povrchu ¢astic s touto siRNA je pfitom navazana bilkovina transferrin, kterd castice smeruje k nadorovym
buiikdm, na jejichZ povrchu je v nadmérné mife exprimovan transferrinovy receptor.

Vedle siRNA je v piipravcich pbi-shRNA™ STMNT1 LP a pbi-shRNA™ (Gradalis) zkouSena i moznost pouziti prekurzo-
ru — shRNA, ktera je pro usnadnéni vnaseni do bun€k uzaviena v kationoidnich lipidickych ¢asticich obsahujicich choleste-
rol, které mohou fuzovat s bunéénou membranou. V prvém piipravku, ktery je zkouSen ve fazi I, je cilem gen Stathmin 1
(STMNT) regulujici bunéény cyklus destabilizaci mikrotubull. Stathmin I je nadmérné exprimovan v fadé nadorovych
bunék, siRNA vznikajici v buiikach ze sShRNA gen umlcuje. Druhy piipravek zatim zkouseny preklinicky ma umlcovat gen
kodujici pankreakticky a duodenalni homeoboxovy faktor 1, jaderny protein regulujici transkripci.

Kromé& miRNA a siRNA (a samoziejmé 1 ribosomalni a transferové RNA) se v bunikach vyskytuji 1
dalsi druhy nekodujicich oligoribonukleotidti. Jejich role a vyznam sice zatim nejsou dostatecné zna-
my, zda se vSak, ze mohou hrat urcitou roli 1 pfi nddorovych onemocnénich.

V posledni dob¢ z nich vzbudily zajem i n¢které IncRNA, ,,dlouhé nekdédujici RNA“ tvorené vice nez 200 pary bazi. Jedna
znich oznacovana zkratkou MALAT 1 (= Metastasis Associated Lung Adenocarcinoma Transcript 1) reguluje expresi
gentl se vztahem k metastazovani a ma ziejmée urcitou roli i v fizeni fady dalSich bunéénych procest. Pripraven byl kom-
plementarni oligonukleotid, ktery MALAT 1 blokuje. Jeho preklinické zkousky u pokusnych mysi s transplantovanymi
nadory prsu byly velmi uspesné.

V budoucnosti se mohou regula¢ni RNA v terapii nddorovych onemocnéni zajimave uplatnit. Studium
jejich vyuziti k umlCovani gent, jejichz mutace nebo nadméma exprese souvisi s nddorovym onemocng-
nim, je vSak zatim na samotném pocatku. Vyhodou je, ze regulacni RNA jsou piirozenymi latkami, které
lze v zasad¢ pripravovat biotechnologickymi postupy misto pracné mnohastupnové syntézy. Komplikaci
ale je, Ze ptirozené oligoribonukleotidy s nemodifikovanym fosfodiesterovymi vazbami mohou byt
snadno $tépeny ribonukleasami a fosfodiesterasami, a to jiz v krevnim obé¢hu, jesté predtim, nez se do-
stanou k cilovym nadorovym bunkéam. I kdyz syntetické oligonukleotidy s modifikovanymi fosfatovymi
vazbami nukleasami §tépeny nejsou, v disledku zna¢né polarity svych molekul pronikaji jen nesnadno
do nadorovych bun€k. Hlavnim pfedpokladem terapeutického vyuziti oligonukleotidii je kromé zabrany
hydrolytického $tépeni 1 nalezeni vhodného zpiisobu jejich vpravovani do bunck.
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Pro mozné terapeutické aplikace oligonukleotidi je proto vyvijena a zkousSena cela fada potencialné vhodnych technik
a lékovych forem. Kromé jiz zminéné enkapsulace do liposoml a nanocastic to je také navazani na polylysinoveé,
chitosanové nebo jiné polymerni nanocastice, vyuziti dendrimerd a dal§ich systému, navazani na nanocastice zlata
apod.. Nanocastice, které do bunék pronikaji endocytdzou, pfitom mohou byt ,,nasmérovany* do nadorové tkané pro-
tilatkami, které interaguji s antigeny na povrchu nadorovych bunek.

Jednu z intenzivné studovanych moznosti terapeutického vyuziti oligonukleotidt pfedstavuje systém jejich stabilizace
a vnaseni do bunék v lipidickych ¢asticich SNALP (Stable Nucleic Acid Lipid Particles) o priméru cca 120 nm.
V casticich s povrchem s navazanym polyethylenglykolem je siRNA obklopena lipidickou dvojvrstvou tvoienou smeé-
syst¢tm RONDEL (RNA/Oligonucleotide Nanoparticle Delivery), ktery je tvofen 4 komponentami. Zakladem jsou
nanocastice tvoiené kopolymerem, v némz se stfidaji zbytky cyklodextrinu s linedrnimi fetézci nesoucimi kladné
naboje, s nimiz pak asociuji terapeutické oligoribonukleotidy. Dalsimi komponentami systému je polyethylenglykol
s navazanym adamantanem. Vysoce hydrofobni adamantan asociuje s hydrofobnimi centry cyklodextrinu, zatimco
hydrofilni fetézce PEG smétujici od jadra do vodného prostiedi nanocastici stabilizuji. Posledni komponentou je bil-
kovina smérujici nanocastici k nadorovym bunkam, na niz je ptes polyethylenglykolovou spojku opét navazany ada-
mantan, ktery smérujici molekulu ukotvuje v nanocastici.

Lipidické nanocastice obsahujici protinadorové 1é¢ivo s kladn¢ nabitymi skupinami na povrchu, na néz je iontovou
vazbou vazana siRNA potlacujici rezistenci nadorovych bunék byly zkouSeny pfi inhala¢nim podani. Timto zptisobem
bylo k nddorim plic dopraveno lé¢ivo v téméf 3 x vétsim mnozstvi nez pii jinych zptisobech podani; inhalaéni zptisob
pritom umoznil, aby se siRNA vyhnula degradaci ptisobenim fosfatas.

Jinou navrzenou a zkouSenou moznosti je pfiprava dlouhého fetézce RNA s kratkou spojkou mezi opakujicimi seg-
menty siRNA se sekvenci 21 nebo podobného poctu nukleotidd metodou ,.transkripce v otacejicim se kruhu* (rolling
circle transcription). Retézec se ,,sbali“ do kompaktni kulovité nanoéastice, ktera se pak obali polymerem s kladnymi
naboji. Tim je usnadnén prunik do buniky endocytdézou. Nanocastice nahromadéné v nadorové tkani proniknou do
bunék a v nich pak Dicer rozseka dlouhy fetézec na jednotlivé siRNA.

Problém umlceni nezadoucich miRNA by mohly fesit i genové manipulace vnasejici do bunék polynukleotid, ktery
koduje RNA pusobici jako ,,miRNA houba“. Kazdy RNA transkript, ktery vznika v bunikdch s vnesenym genem, ma
nékolik sekvenci komplementarnich k urcité miRNA, jejiz molekuly pak miZe na sebe ,,nasat”. Tim je zabranéno, aby
prislusna miRNA nadale umlcovala tumorsupresorové nebo jiné dilezité geny. Jedna ,,miRNA houba“ pfitom miize
blokovat celou rodinu pfibuznych miRNA. Pracovnici 1€kafské fakulty MU a fakultni nemocnice U sv. Anny navrhli
software miRNAsong (microRNA sponge generator and tester) pro jejich pocitacové generovani a testovani.

Jednim z ptedpokladt tispésného terapeutického vyuziti oligonukleotidii je i spolehlivé stanoveni hladiny urcitych interferu-
jicich RNA v buiikach. Soupravy pro stanoveni riznych miRNA vyviji a dodava mimo jiné i brnénska firma BioVendor.
Zavér

Protinddorova 1éciva, kterd byla v minulosti dosti opomijend, piedstavuji dnes nejrychleji se rozvijejici
skupinu 1é¢iv. Piibyvaji nova protinadorova léciva, dalsi jsou ve vyzkumu a vyvoji. Mapovani nadoro-
vého genomu piindsi noveé poznatky o pfi¢inach nadorové transformace buiiky a souc¢asné nabizi i nové
moznosti pro zajimavy vyzkum zabyvajici se hledanim novych G¢innych 1é¢iv. Nové piipravky pomaha-
ji sniZzovat mortalitu na nadorova onemocnéni, jejichz vyskyt roste, hlavné v disledku starnuti populace.
Plsobi mnohem selektivnéji, nezZ starsi klasicka cytostatika, ale stale jesté nejsou prosté nékterych neza-
doucich vedlejSich ucinkti. Jsou také mnohem draZsi. Ptes obrovské usili vénované vyzkumu a vyvoji
novych protinddorovych 1é¢iv a tispéchy novych pitipravkil v terapii nelze predpokladat, Ze bude mozné
vSechna onemocnéni shrnovana pod pojmem rakovina vylé€it. Lze v§ak ocekavat, Ze dalsi vyvoj piinese
onkologickym pacientiim podstatné prodlouZeni doby Zivota a zvySeni jeho kvality. Rakovina pro né
prestane byt smrtelnym onemocnénim a zméni se na onemocnéni chronické.

Kontrolni otazky pro zopakovani

1. Co jsou monoklondlni protilatky a jak se ziskavaji?

2. Jaké monoklonalni protilatky mohou byt pouzivany k 1é¢b¢ pacienti?

3. K ¢emu se monoklonalni protilatky pouzivaji v terapii nadorovych onemocnéni?

4. Co to jsou imunotoxiny?

5. Jakym zpiisobem lze aktivovat imunitni systém organismu k zasahu proti nadorovym bunkam.
6. Jaké jsou moznosti vyuziti protinddorovych vakcin?

7. Jak a ¢im lze blokovat replikaci, transkripci a translaci gent stimulujicich riist a mnozeni bun¢k?
8. Jaké problémy je tieba ptekonavat pti vyuziti riznych oligonukleotidl v terapii?

9. Co to jsou malé interferujici RNA a k cemu mohou byt v terapii vyuzity?

10. Co jsou mikro RNA a jak ptisobi?
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