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,Biofarmaka*
léCiva charakteru biopolymeru
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Nejrychleji se rozvijejici skupina léciv
— povolenych biofarmak jiz pres 200
— narusty prodeju biofarmak jsou dvouciferné
priblizné 60% nariist v prabéhu poslednich 5 let, v ZebFic¢cich prodeji nyni prevladaji
— ve vyvoji 1.500 biofarmak, z toho asi 5 pro protinadorovou terapii
biofarmaka jsou nyni zastoupena témér ze 75% mezi protinadorovymi lé¢ivy
v registra¢nim rizeni nebo v pokrocilych fazich klinického zkouSeni — i organicti
chemici zajimajici se o farmakochemii by proto méli mit alespon zakladni informace o
»biologickych® 1é¢ivech a onkologické imunoterapii, genové a bunécné terapii

Problemy

— mimoradné Vysoke ceny (,,financni toxicita*)
— slozity vyvoj a vyroba

— dosud trvajici patentova ochrana vétSiny uspéSnych biofarmak
patent chranici rituximab, prvni monoklonalni protilatku pro onkologickou terapii,
proexspiroval v Evropé v r. 2014, v USA ochrana skoncila az v zari 2016

— obtizné napodobovani uspéSnych biofarmak
je krajné nesnadné pripravit latky zcela shodné s originalnim ,,biologickym* 1éCivem
(napf. rituximab: C,;Hyg74N65501957544» Mol. hmotnost 143.860), vysledkem proto

i’s?u ekvivalentni ,,biogenerika®, ale ,,bionapodobeniny“ (biosimilars)

ozadovan vétSi rozsah klinickych zkouSek prokazujicich bioekvivalenci
ensSi poCet povolenych bionapodobenin - Evropé 58, v USA jen 26



Cytokiny a dalsi ,,biologické*“imunostimulatory
(ATC skupina L03)
Cytokiny - signalni polypeptidy imunitniho systému

drive pripravovany izolaci, dnes prevazné biotechnologickymi postupy
LO03AA - Riistové faktory indukujici riist kolonii krevnich bunék
hemopoetické faktory zvySujici odolnost viici infekcim — potlacuji neutropenii (snizeni poctu urcitého
druhu bilych krvinek — neutrofilnich granulocytu, které maji velky vyznam pro imunitni obranu
organismu) zpusobenou cytostatiky
G-CSF (filgrastim, lenograstim), GM-CSF (molgramostim, sagramostim)
epoetiny (B03 — antianemika) — podporuje tvorbu ¢ervenych krvinek
LO03AB - Interferony (a, p, y) — ptivodné obrana proti virtim, aktivace imunitniho
systému, cytotoxicky ucinek na nadorové bunky
INF o a p — 1é¢ba melanomu, leukemii a lymfomi, INF y — nékteré hematologické malignity
L03AC — Interleukiny — prirozené aktivatory bunék imunitniho systému
IL2 (aldesleukin) — 1é¢ba melanomu, nadori ledvin, AML,
smés leukocytarnich cytokintii — Multikine (IL2, IL1, INFa, TNF,G-CSF, dalSi interleukiny...)
IL 11 (oprelvekin) — 1é¢ba trombocytemie provazejici chemoterapii
IL12 +IL15+IL18 — ,,interleukinovy koktejl*
Denileukin diftitox — fuzni protein (IL2 + zaSkrtovy toxin) — 1é¢ba koZniho T-lymfocytarniho lymfomu

(TNFa) — tumory nekrotizujici faktor (faktor nekrozy nadori)
miiZe vyvolat apoptézu nadorovych bunék, ale v protinadorové terapii nepouzivan — je odpovédny za
kachexii, je mediator zanéta a septického Soku a pric¢inou Fady autoimunitni onemocnéni
Nespecifické biopolymerni imunostimulanty — LO3AX
Vakcina BCG - oslabené Zivé bakterie Mycobacterium bovis (primarni pouZiti — o¢kovani proti TBC)
Urocidin - lyzat Mycobacterium phlei (sloZky bunéénych stén + bakterialni DNA)
Transfer faktor* - purifikovany bezbunéény lyzat bilych krvinek (Imunor, pfedtim Immodin)
Protinadorové vakciny



Protilatky

Protilatky (imunoglobuliny, antibodies) jsou glykosylované bilkoviny
rozpoznavayjici a specificky interagujici s antigeny (tj. biomakromolekularnimi
determinantami bakterii, viri, infikovanych bunék, ale také nadorovych
bunék a nékterych bunék imunitniho systému).

Protilatky jsou produkovany lymfocyty (bilymi krvinkami typu B) po imunizaci
antigenem. Ziskavany mohou byt ,,polyklonalni* protilatky vytvarené ruznymi
klony lymfocytil, tedy vlastné smés protilatek s ruznou afinitou k urcitému
antigenu. Specifickymi postupy lze pripravovat ,,monoklonalni“ protilatky,
coZ jsou individualni protilatky vyznacujici se vysokou afinitou a specificitou
k antigenu.

Specifické interakce protilatek s antigeny se vyuzivaji v diagnostice pro imuno-
chemické stanoveni ruznych latek (v€etné nadorovych antigenii a biomarkeru)
nebo v terapii.

Interakce protilatky s antigenem miiZe nositele antigenu zneSkodnit bud’ jeho
neutralizaci (zabranénim patogenu, aby proniknul do burnky), nebo aktivaci
bunék imunitni obrany organismu.

Molekuly protilatek maji tvar pismene Y a jsou tvoreny ,lehkymi* a ,,téZkymi*
retézci aminokyselin, které jsou propojeny disulfidickymi miistky. Podle typu
tézkého retézce se rozlisuje 5 trid protilatek — monomernimi protilatkami jsou
IgD, IgE a IgG, dimerni je IgA a pentamerni IgM



Protilatky

Struktura Tridy protilatek

Misto interakce Monomer
s antigenem gD, IgE, IgG

Dimer
IgA

,_ehk Pentamer
fetézec g

. Konstantni oblast

V terapii a diagnostice se vyuzivaji imunoglobuliny tridy G (IgG),
coZ jsou protilatky s nejcastéjSim vyskytem v krvi a tkanové tekutiné



MySi monoklonalni protilatky — produkce pomoci hybridomu

1. Imunizace mySi podanim antigenu. Lymfocyty B
zaCinaji produkovat protilatky proti antigenu

2. Odbér lymfocytua B ze sleziny

3. Izolace nesmrtelnych nadorovych (myelomovych)
bunék z kostni direné

4. Vznik hybridomu fuzi lymfocyti B a myelomo-vych
bunék pomoci propylenglykolu

5. Kultivace v HAT médiu (obsahujicim hypoxanthin,
aminopterin a thymidin) — preziji jen buiiky hybrido-
mi, které od myelomovych bunék ziskaly nesmrtel-
nost a od lymfocyti hypoxanthin-guanin-fosforibo-
syltransferasu (HGPRT). Nefazované B-lymfocyty a
myelomové bunky pritom zahynou.

6. Kultivace hybridomu a vybér klonu produkujicich
protilatky s nejvyssi afinitou k antigenu

7. Kultivace vybraného hybridomu
— in vitro v tkanovych kulturach (a) nebo
— in vivo po injikovani hybridomu do briSni dutiny

pokusného zvirete — mysi (b)

8. Izolace a purifikace produkované monoklonalni proti-

latky (pri kultivaci in vivo z odebrané ascitické tekutiny)




Monoklonalni protilatky — pouziti v terapii

Vyhody
=" jsou vysoce selektivni
“”  lze vyuzivat ruzné mechanismy ucinku
primeé pouziti
neutralizace ristovych faktoru a jejich receptori
aktivace bunék imunitniho systému
neprimé pouziti — smérovani terapeutik na nadorové bunky
konjugaty protilatek s cytostatiky, toxiny, radioizotopy
Problémy
% imunogenicita
organismus muze povazovat protilatky za cizorodé bilkoviny, které
mohou vyvolat nezadouci reakci jeho imunitniho systému
imunogenicita: zvireci (hlavné mysi) protilatky > ,,humanizované* > lidské protilatky
“ narocny a nakladny VaV i vyroba soké ceny
znacna poptavka, pomérné mala konkurence

omezené moznosti snizeni ceny
bionapodobeniny, nanoprotilatky, protilatkova mimetika, aptamery, monolatky




Typy monoklonalnich protilatek

Oznacovani: koncovka — mab (monoclonal antibody)
pred -mab hlasky/slabiky OZnaCUJICl typ, protinadorové protllatky mohou mit navic —tu-

Mysi protilatky (-omab) — vyvolavaji imunitni odezvu puziti v humanni terapii
omezené (nevhodné pro opakované ?odanl) diagnostika, konjugaty (smérovani)

oregovomab, blinatumomab ...tositumomab-1311, ibritumomab tiuxetan-?Y, -1''In; moxetumomab
pasudotox...

Chimérické protilatky (-ximab) - lidské téZké Fetézce, mysi lehké Fetézce

rituximab, cetuximab, bavituximab, girentuximab, oblituximab, siltuximab, ...brentuximab vedotin...

Humanizované protilatky (-xizumab, -zumab) — z 90-95% lidské, jen variabilni ¢ast
lehkého Fetézce rozeznavajici antigen zistava mysi

trastuzumab, pertuzumab, nimotuzumab, mogamulizumab, bevacizumab, obinutuzumab, okaratuzumab,
veltuzumab, epratuzumab, alemtuzumab, farletuzumab, pidilizumab, lambrolizumab, elotuzumab,
onartuzumab ... trastuzumab emtansin, gemtuzumab ozogamycin, lorvotuzumab mertansin...

Lidské protilatky (-umab) — minimalni imunogenita, moZnost opakovaného pouziti

panitumumab, ipilimumab, zalutumumab, mapatumumab, tremelimumab, ofatumumab, necitumumab,
ramucirumab, denosumab, epratumumab, nivolumab, daratumumab, cixutumumab, zanolimumab,

glembatumumab vedotin, enfortumab vedotin...



Humanizovan¢ a lidske protilatky

Traditional mab Phage display Human antibody mouse

Immunization S g

o e Y, e YT S
--—..._ o Imrmurkzation
- J:) with target Ag with target Ag

Harvest splaan, Harvest splean,
generate hybridomas ; generate hybridomas

- .

O : L I,-"_-'\_ )
Phage Ab library "\__":"," (9 '-k‘_“f..'

* Select on target Ag

o Cree
Screen kiR

et I::-EElV
r\%;? Mouse mAb

stec! best phag _
C her'lF'rh-_rutmy \ CDR graft rF-r:lzi:;Jtr.:\fl-Flj::lei-L Human mAD

l:hi:'rler:-' m |.-‘-"L|:- Humanized mab Human mab Current Opinion in Chemical Biclogy

Video ilustrujici fagovou prezentaci: https://www.youtube.com/watch?v=AqQDZxoCGqE
Kromé fagu lze vyuzit k prezentaci lidskych protilatek i bakterie, kvasinky nebo Zivoc¢isné
bunky s modifikovanym genomem, popr. technik ¢cDNA, ribosomalni nebo mRNA prezentace



Monoklonalni protilatky pouzivané nebo
zkouSené v protinadorové terapii

Typy monoklonalnich protilatek

|[Chimericke|

Ibritumomab tiuxetan {CD20) Rituximab (CD20}

Tositumomab-1131 (CD20) Cetuximab (EGFR)
(Bavituximab (fosfolipidy)

[Humanizované|

Trastuzumab (HER2)
Bevacizumab (VEGF)
Alemtuzumab (CD52)
Lintuzumab (CD33)
Obinutuzumab (CD20)
Perturumab (HER2)
Elotuzumab (C51)
Himotuzumab (EGFR)
Pembrolizumab (PD-1)

Gemtuzumab orogamicin (CD33)
Lorvotuzumab mertansin (CD56)
Trastuzumab emtansin (HER2)

Panitumumab (EGFR)
Mapatumumab {(TRAIL-R1)
Ofatumumab (CD20)
Fanolimumab (CD4)
Hecitumumab (EGFR)
Falutumumab (EGFR)
Denosumab (RENKL)
Ipilimumab (CTLA-4)
Tremelimumab (CTLA-4)
Hivolumab {PD-1, PD-L1}




Bi- a trispecifické protilatky
Propojeni nadorovych bunék s cytotoxickymi bunkami
imunitniho systému

cytotoxicky T- lymfocyt

Blinatumomab (Blincyto) — bispecificka mySi protilatka
proti antigeniim CD19 (leukemické buiky) + CD3
Katumaxomab (Removab) — trispecificka mySi/potkani protilatka
proti EpCAM (adhesivni molekule epitelialnich bunék) + CD3 + Fc¢ receptoru
makrofagii nebo dendritickych bunék nebo bunék ,,prirozenych zabijeci* (NKC)
Girentuximab (RencaRex) — chiméricka bispecificka protilatka
proti anhydrase kyseliny uhlicité IX (na bunkach nadori ledvin) + Fc receptor
»prirozenych zabijecu* (na ten se protilatka vaze svoji konstantni Casti)



Monoklonalni protilatky pro onkologii

* protilatky a fuzni proteiny proti rustovym faktorim (imunoadhesiny)
— VEGTF: bevacizumab; aflibercept (= VEGF Trap, fiizni protein — konstantni ¢ast lidského
IgG1 + extracelularni fragmenty VEGFR1 a VEGFR2), dalantercept (blokada TGF)
* protilatky proti bunéénym receptorim pro ristové faktory
— EGFR: trastuzumab (HER-2; 1998), cetuximab, nimotuzumab, zalutumumab, panitumumab
— VEGFR: ramucirumab
— receptory pro dalsi rustové faktory: cixutumumab, olaratumumab, onartuzumab, ...

* protilatky proti nadorovym antigenum CD20, CD22, CD38, CD52, CS1...)

— rituximab (prvni protilatka povolena v protinadorové terapii — 1997), alemtuzumab,
atumumab, bavituximab, daratumumab, dinutuximab, elotuzumab, epratuzumab,

ublituximab, veltuzumab, ...

— BIiTE protilatky — bispecifické (bifunk¢ni protilatky proti nadorovym antigeniim a
antigeniim na povrchu bunék imunitniho systému — propojuji nadorové bunky s T-
lymfocyty, které pak nadorové bunky zlikviduji) - blinatumomab, ertumaxomab,
katumaxomab, girentuximab, solitomab, flotetuzumab, ...

* protilatky proti prozanétlivému cytokinu IL-6: siltuximab, tocilizumab
* konjugaty protilatek:

— protilatky s radioisotopy — ibritumomab tiuxetan (*°Y, !'In), tositumomab 31, 3!I-Cotara...

— protilatky s navazanymi cytostatiky (nevhodné pro primé podani pro vysokou toxicitu): brentuxi-

mab vedotin, gemtuzumab ozogamycin, inotuzumab ozogamycin, trastuzumab emtansin a dalSi

— ,,polymerni 1é¢iva® (UMCh + MBU AV CR) — protilatka + polyHPMA-peptid-doxorubicin

— metoda ADEPT (Antibody Directed Enzyme Prodrug Therapy) — konjugaty protilatky a

fosfatasy Stépici soucasné podavana fosforylovana profarmaka (fludarabin fosfat apod.)

« protilatky aktivujici imunitni systém




Imunotoxiny — konjugaty protilatek
s vysoce cytotoxickymi latkami

Protilatka zajist'uje nasmérovani toxinu prednostné na nadorové bunky
Priklad: Struktura jednoho imunotoxinu (brentuximab vedotin) — konjugat MMAE

DalSi imunotoxiny urcené pro onkologii:

Konjugaty MMAE: glembatumumab vedotin, enfortumab vedotin, lifastuzumab vedotin

Konjugaty s derivaty maytansinu: trastuzumab emtansin, bivatuzuab mertansin, kantuzumab mertansin,
lorvotuzumab mertansin, anetumab ravtansin, mirvetuximab soravtansin

Konjugaty kalicheamycinu: gemtuzumab ozogamycin, inotuzumab ozogamycin

Konjugaty SN-38: sacitumumab govitekan, labetuzumab govitekan

Ostatni: rovalpituzumab tesirin (konjugat dimeru pyrrolobenzodiazepinu), trastuzumab deruxtekan

Mezi imunotoxiny Fazeny nejen konjugaty protilatek a jejich fragmentii, ale i jinych bilkovin se zvySenou
aktivitou vii¢i nadorovym buiikkam : moxetumomab pasudotox (fragment protilatky proti nadorovému
antigenu CD22 + pseudomonadovy exotoxin), Proxinium (fragment protilatky proti antigenu bunék
epitelu EpCAM + pseudomonadovy exotoxin), cintredekin besudotox (IL13 + pseudomonadovy
exotoxin), TransMID 107 (transferrin + zaskrtovy toxin)



Alternativy K terapeutickym protilatkam

»Bionapodobeniny* (biosimilars) — nejde o (bio)generika
o trastuzumab: Cg 70 H;0012N1726 02013542, Mol. hmotnost: 145531,5 g/mol
» naprosta shoda zcela nepravdépodobna, shodné mohou byt jen zakladni rysy
 pro priikaz bioekvivalence poZadovan vétsi rozsah klinického zkouSeni nez u
nizkomolekularnich generik

Nanoprotilatky — protilatky velbloudu, lam a nékterych ryb
« asi 10 x menSi jednoducha molekula, ale plné funk¢éni
» vyzkum a vyvoj zatim prili§ nepokrocil (pro pouziti v onkologii zahajen v r. 2011)
* riziko prenosu viri (MERS)

Protilatkova mimetika

» imunoadhesiny — rekombinantni fiizni proteiny s konstantni ¢asti lidského imunoglobulinu IgG1
a fragmenty receptoru pro ristové faktory (VEGFR) - ziv-aflibercept (Zaltrap), dalanercept

» plastické* protilatky - nanocastice syntetickych biopolymeru s terciarni strukturou
ziskanou ,,molekularnim otiskem* antigenu obsaZzenym v polymerac¢ni smési

Aptamery — oligonukleotidy nebo oligopeptidy rozeznavajici urcité struktury
* oligonukleotidické aptamery — snazsi priprava, ale malo stabilni, uplatnéni hlavné v diagnostice
« oligopepidické aptamery — DARPiny s opakujici se strukturou oligopepidu ankyrinu

Monolatky — vazebné oligopeptidy tvorené ~ 90 aminokyselinami
« selektované oligopeptidy zaloZené na obménach smycek molekuly fibronektinu III napodobuji-
cich mista protilatek pro rozpoznavani antigenii (CDR)



Protinadorova imunoterapie

Protinadorova imunoterapie je zaloZzena na zvySeni aktivity
imunitniho systému pacienta vuci jeho nadorovym bunkam.
Zatimco chemoterapeutické pristupy jsou zaloZeny na
usmrceni nadorovych bunék, imunoterapie na instrukci
organismu, aby se s nadorovymi bunkami vyporadal sam.

Zkousky ruznych postupiu protinadorové imunoterapie
prinesly zna¢né uspéchy v 1écCbé nékterych pacientu.

Protinadorova imunoterapie je vSak velmi naro¢na na
provedeni (nemuze byt pouzita kdekoliv a kymkoliv a pro
kohokoliv) a také je mimoradné nakladna.

V r. 2013 byla protinadorova imunoterapie oznaCena
Casopisem Science za prulom roku.



Prirozena imunitni obrana proti nadorovym bunkam

TLR9 Agonist
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AM. Krieg, Oncogene, 27, 161-7, (2008)

Agonisté receptoru TLR9 (¢len rodiny receptora podobajicich se proteinu Toll objevenému u
Drosofily) aktivuji nezralé plasmacytické dendritické bunky, které pak sekretuji interferon a.
Tim jsou aktivovany buiiky imunitniho systému nazyvané ,,prirozeni zabijeci* (natural Killer
cells), které nadorovou buriku lyzuji a tim z ni uvolni nadorové antigeny. Dendritické bunky
je zachyti, migruji s nimi do lymfatickych Zlaz, kde je prezentuji cytotoxickym T-lymfocytim.
Tim nauci T-lymfocyty rozpoznavat nadorové bunky. V miznich uzlinach se pak T-lymfocyty
pomnoZi a poté zacnou nadorové bunky likvidovat



A\

Postupy protinadorové imunoterapie —

zpusoby posileni imunitniho systému

Vakcinace chranici proti infekcim patogennimi viry, které mohou prechazet v
nadorové onemocnéni — preventivni vakciny

Aktivace T-lymfocytii prezentaci nadorovych antigenu — terapeutické vakciny

Aktivace T-lymfocytii pro likvidaci nadorovych bunék protilatkami proti
receptorum na lymfocytech nebo jejich ligandiim tlumicim imunitni odezvu

Adoptivni imunoterapie aktivovanymi T-lymfocyty. Jde o zpisob lécby
nadorovych onemocnéni injekcemi lymfocytii ziskanych z periferni krve
pacienta a namnoZenych v tkanové kulture v pritomnosti I1L2 (a pripadné i
urcitych lektinii). T-lymfocyty se pritom stavaji silné cytotoxickymi a za¢inaji
likvidovat pacientiiv nador (LAK cells — lymphokine activated Kkiller cells)

Vybér T-lymfocyta s receptory silné reagujici na nadorové antigeny, izolace
genu, které je koduji, jejich vneseni do T-lymfocyta pacienta, pomnoZeni
modifikovanych lymfocytii v tkanové kulture a podani pacientovi (TCR)
Modifikace T-lymfocytii pacienta zavadéjici na jejich povrch ,,chimérické*
antigenni receptory silné interagujici s nadorovymi antigeny, namnozZeni takto
modifikovanych lymfocytii a podani pacientovi (CAR-T)



Postupy protinadorové imunoterapie

Terapie cytokiny Terapeutické vakciny
(IL-2, IFN, IL-7, IL15, (vakciny s dendritickymi bunkami,
21 DNA, RNA vakciny,
; biocinZenyrsky upravené nadorové bunky)

Cytotoxicky
T-lymfocyt

Blokovani deaktivace

5 MHC tidovy [
T-bunék ibpngid

antigen |

Nadorova Imunotoxin
bunka m
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antigen

Klony aktivovanych
T bunék

T-lymfocyty s chimérickym receptorem T-lymfocyty upravené vioZenim
pro nadorové antigeny (CAR-T) genu kéduijicich receptory nado-
rovych antigent (TCR)




Imunitni obrana organismu — vakciny
pro protinadorovou prevenci

Vakciny proti infekcim predchazejicim vzniku nadoru

= Papilloma viry
Infekce lidskymi papiloma viry (HPV) miiZe vyvolat vznik nadoru
délozniho Cipku, délozniho hrdla, vulvy, penisu a jicnu
Znamo na 100 typu HPV, z toho asi 15 miiZe zpusobit vznik nadoru
Bivalentni vakcina Cervarix (GSK) — chrani proti HPV 16 a 18 (pricina az 70%
nadoriu genitalii)
Tetravalentni vakcina Gardasil (Merck) — chrani proti HPV 16 a 18 a navic i HPV
6 a 11 (zpusobuji vznik neSkodnych nadori — ,,genitalnich bradavic*)

Gardasil 9 — povolena na konci r. 2014 — chrani i proti dalSim onkogennim virim:
kromé HPV 16 a 18 i HPV31, 33, 45, 52 a 58 a kromé toho i proti HPV 6 a 11

" Viry zloutenky typu B a C
Nadory jater?



Imunitni obrana organismu —
terapeuticke vakciny

Vakciny proti nadorovym bunkam — 1€¢i jiz vzniklé onemocnéni

= polyklonalni protilatky proti nadorovym antigenum s adjuvanty
(PSA — prostaticky specificky antigen, CEA — karcinoembryonalni antigen, MAA — antigen asociovany s
melanomem, HSP — protein tepelného Soku, celé nadorové buiiky pacienta, syntetické antigeny —

polysacharid Globo H)

Problém: malé rozdily mezi antigeny na nadorovych a normalnich bunikach
dostateCna imunitni odezva, autoimunitni reakce, vyvolani imunitni tolerance

Typy vakein:

s dendritickymi buikkami (bunky prezentujici antigeny)

DNA vakciny, mRNA vakciny

DNA/mRNA kédujici nadorové antigeny nebo antigeny podilejici se na imunitni obrané organismu
Vakciny ve vyvoji:

proti melanomu (Oncophage, Canvaxin, Melacin)

proti nadorum prostaty (Provenge — sipuleucel T — jiZ povolena, kontroverzni — vysoka cena,

Prostvac, GVAX, CVax Prostate, SynCon (DNA vakcina), DCVAC/PCa (vakcina vyvijena Sotio + FN Praha)

proti mnohoc¢etnému myelomu (BiovaxID — heterohybridomy, dendritické buiiky a
imunoglobuliny, ...vakcina proti myelomu vyvijena ve FN Brno)

proti dalSim typim nadori (HSPPC-96, ICT107, NeuVax, TriVax HPV, belagenpumatucel L,
tecemotid, GVAX Pancreas, Prophage G-100...)

vakcina proti telomerase




Protinadorové vakciny s dendritickymi bunkami

Antigen presentujici bunky
na sebe nadorove antigeny
navazou a seznami

se s nim.

Bile krvinky zvane

" antigen presentujici

buriky”, ktere se ziskayji

Z pacientovy krve se daji

do media spolu s antigeny z nadoru.

Kontakt s antigenem
navodi dozravani bunék.
Stavaji se z nich
"specialistky” na dany
. antigen, ktere
oy se prenesou zpét
pacientovi do krve.

N
b y,
Spravné nasmérovane Vyzralé specialistky (antigen presentujici bunky)

T bunky se dokazou dokaZi predstavit antigen dalsim burikam

s nadorovymi bunkami imunitniho systemu - T bufkam.
vyporadat.
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Syntetické antigeny

Nadorovy antigen Globo H — hexasacharid na povrchu
bunék nadoru prsu, vajecniku a prostaty
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Protilatky proti receptorum deaktivujicim
imunitni systém a jejich ligandum

Cytotoxické T-lymfocyty jsou aktivovany pro likvidaci nemocnych bunék
interakcemi svych receptorii s rozpoznavanymi antigeny na jejich
povrchu.

Jejich aktivace muZze byt potlacena inhibujicimi signaly
zprostiedkovanymi interakcemi receptori (PD-1, CTLA-4, LAG3 a
TIM-3, VISTA) s jejich ligandy (PD-L1, PD-L2, galektin 9)
produkovanymi okolnimi bunkami. Organismus se tim chrani proti
napadeni vlastnich zdravych bunék imu-nitnim systémem. Deaktivaci T-
lymfocyti ale vyuzivaji i nadorové buinky. Ty pod selek¢nim tlakem
vyvolavanym protinadorovymi léky sekretuji postupné rostouci mnozstvi
deaktivujicich ligandi. T-bunky se pritom ,,vyCerpavaji — vytvari vice
deaktivujicich receptorii, prestavaji produko-vat cytokiny, nemnozi se a
ztraceji schopnost nadorové bunky likvidovat.

Protilatky proti deaktivujicim receptoriim nebo jejich ligandiim obnovuji
aktivitu imunitniho systému.

Protinadorova imunoterapie zaloZena na reaktivaci cytotoxickych T lym-
focytu prinesla radu mimoradnych vysledkii, ale 1ze ji zatim vylécit jen
20-40% pacienti. Duvody, proc¢ u vétSiny pacientii selhava a moznosti
zvySeni uspésnosti 1€Cby jsou intenzivné studovany



Immune Checkpoint Signaling
in the Tumor Microenvironment
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Protilatky aktivujici imunitni systém

Proti receptorium deaktivujicim T lymfocyty a jejich ligandim
— PD-1 (programmed cell death receptor)
nivolumab, pembrolizumab, pidilizaumab, lambrolizumab, cemiplimab, STI-A1110, L.Y3300054

— CTLA-4 (protein 4 asociovany s cytotoxickymi T-lymfocyty)

ipilimumab, tremelimumab

— PD-L1 — (ligand receptoru PD1)

atezolizumab, durvalumab, avelumab

— LAG3 - (produkt aktiva¢niho genu lymfocytii)
relatlimab, IMP321

— TIM-3 (receptorova molekula 3 obsahujici imunoglobulin T-bunék a
mucinovou doménu)

TSR-022, MBG453, LY3321367
— VISTA (V doména Ig supresoru aktivace T-bunék)
JNJ-61610588

Protilatky aktivujici ,,zabijeCské* bunky imunitniho systému
NK buiiky (natural Kkiller cells) = specifické lymfocyty likvidujici nemocné bunky
lirilumab, 1-7F9 (blokuji receptor KIR = Killer-cell Immunoglobulin-like Receptor)
OvaRex, oregovomab (BiTE protilatky propojujici nadorové bunky s CD125 a NK buiiky)
VX-G250 (BiTE protilatka proti anhydrase kyseliny uhlic¢ité IX vyskytujici se na 95% bunék
nadorii ledvin ale ne na zdravych bunkach, ktera sou¢asné interaguje s NK bunkami)




Postupy protinadorové imunoterapie —
TCR

TCR (T-Cell Receptor):

Pristup zaloZeny na vybéru darca lymfocyti
s receptory silné interagujicimi s urcitym
nadorovym antigenem. Z vybranych lym-
focytu se izoluji geny kodujici prislusné
receptory, které se pak po pripadné dalsi
modifikaci vnesou pomoci vhodného vek-
toru (napr. nepatogenniho retroviru) do
lymfocytu izolovanych z bunék periferni
pacientovy krve (PBMC).

Po pomnoZeni v tkanové kulture se takto
genové upravené T-lymfocyty se silné
interagujicimi receptory (TCR) vpravi
infuzi pacientovi, v jehoZ organismu se
dale mnozi a likviduji jeho nador.
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Postupy protinadorové imunoterapie — CAR-T
CAR-T = T-lymfocyty s chimérickym antigennim receptorem

T-lymfocyty izolované z krve pacienta jsou modi-
fikovany metodami genetického inZenyrstvi, aby & B
na povrchu mély ,,chiméricky antigenni receptor”, &

ktery jim umoZni rozpoznavat urcity nadorovy an-
tigen (napr. CD19, ktery se vyskytuje na leukemic-
kych a lymfomovych bunkach) a pak likvidovat
buriky s timto antigenem. Modifikované bunky se
v tkanové kulture namnozi, pak infuzi vpravi zpét
do organismu pacienta, kde se dale mnozi a zabiji
nadorové burky.

chemotherapy

6. Attacking.

Nakladny postup je realizovan na zakazku (do 22
dnti po odbéru krve pacienta).

Povoleny tisagenlecleucel a abcicabtagen ciloleucel
v obou pripadech zamérené na CD19

Cena léc¢ebné kury: 475 tis. $

tisagenlecleuce

Vedlejsi ucinky — syndrom uvolnéni velkého mnoz- | QKYMRIAH
stvi prozanétlivych cytokina (hlavné IL6 ale i dal- |
Sich) — ,,cytokinova boure“ vyvolavajici vysoké
horecky a pokles krevniho tlaku (neprojevuje se u
vSech pacientii). Pri ohroZeni pacienta ji lze zvla-
dat podanim tocilizumabu (protilatky proti IL6)




DalSi moznosti biologické protinadorové terapie
Genova terapie

— vnaSeni funk¢nich tumorsupresorovych nebo i dalSich geni do nadorovych bunék

— rizika genové terapie:
* pouzivani viri jako nosicu gent (vektori) — adenoviry
* nekontrolovana inkorporace do genomu — aktivace nezadoucich genti (po r. 2013 moznost vloZeni genii na
Zadané misto zlepSena vyuzitim systému CRISPR/Cas)

— Prlklady

Gendicin (SiBiono, povolen v r. 2004 v Cing) - funkéni gen p53

* Contusgene ladenovec (Advexin, Introgen Therapeutics) - gen p53, modifikovany adenovirus,
promotor CMV

* INGN-241 (Introgen Therapeutics) — gen pro IL24 (tumorsupresor, cytokin)

* TNF erade (Biologic) — adenovirus nesouci gen pro TNFa

* Velimogene aliplasmid (Allovectin 7, Vical) — komplex plasmid/lipid s DNA kodujici antigen MHC-I
zvySuje imunitni odezvu organismu viic¢i nidorovym buiikam (v podstaté jde o DNA vakcinu)

» Sitimagene ceradenovec (Cerepro, Ark Therapeutics) — ,,sebevrazedny* gen (pro thymidinkinasu - TK),
adenovirovy vektor — aplikace do dutiny po chirurgickém odstranéni nadoru z mozku. Kombinuje se
s podavanim gancykloviru: TK aktivuje gancyklovir (9-(1,3-dihydroxy-2-propoxymethyl)-guanin)
pf'evedenim na trifosfat, ktery blokuje replikaci DNA. Buiiky bez TK nejsou gancyklovirem zasaZeny.

T -VEC (talimogen paherparevek, Amgen) — herpetick)'f virus s genem pro GM-CSF — vyvolava nekrézu
nadorovych bunék a aktivuje imunitni system organismu

« Rada dalSich pFipravki — vnaseni genii pro induktor apoptézy TRAIL, interleukiny, GM-CSF, genii
kodujicich prekurzory MHC-I, bakterialni toxiny atd.

Teraple pomoci viri a bakterii s upravenym genomem

Viry selektivné poskozujici jen v bunky s nefukénimi tumorsupresorovymi geny (zejména p53))

adenoviry ONYX -015 a CG-0070, herpeticky virus HSV1716, virus planych nestovic JX-594, reoviry,
parvoviry, respira¢ni syncytialni virus atd.

— mutovana forma bakterie Salmonella typhimurium - mnozi se jen v buiikach s nefunkénim p53



Blokovani prenosu geneticke informace

Komplementarni oligonukleotidy — zabrana translace

MR Y,

Antisense




Blokovani pirenosu genetické informace

Komplementarni oligonukleotidy
%" Problémy — mala biologicka dostupnost (obtizny prinik do bunék)
— nedostatecna stabilita (hydrolytické Stépeni nukleasami)

Zvyseni stability oligonukleotidii: " fonee
modifikace nebo nahrada fosfodiesterové _: __ -
vazby mezi nukleosidy T thymin

cytosin
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nahrada deoxyribosy
derivaty morfolinu
(priprava ,,morfolin‘
jako analog oligonu-
klootidii)

F'-konec



Komplementarni oligonukleotidy

klinicky zkouSené, ale zatim Zadny nebyl zaveden do onkologické terapie:
Oblimersen - blokuje expresi genu Bcl2 kodujiciho inhibitor apoptozy
zkousSen pfti lécbé chronické myeloidni leukemie a melanomu
Trabedersen - blokuje tvorbu transformujiciho riistového faktoru TGF[32
zkouSen pfi 1é¢bé nadorth mozku
Custirsen - blokuje tvorbu klusterinu, ktery miiZze inhibovat apoptdzu,
zkousSen pfti lecbé nador prostaty, ale 1 nador plic
Cenersen - brani tvorb€ neucinné varianty p53
zkouSen pii 1écbé akutni myeloidni terapie v kombinaci s chemoterapeutiky

Apatorsen (OGX-427), Archexin, ISIS-EIF4E,, , SIS-STAT3., LOR-2040, AP
12009...

Imetelstat - inhibitor telomerasy (FarmChem 09)

Aptamery - oligonukleotidy s vysokou afinitou vii¢i nékterym biomolekuldm (alternativa k
protilatkdm?)

Ribozymy — RNA s charakterem hydrolytickych enzymi
specificky Stépi urcit¢ mRNA, klinicky byly zkouSené
Herzyme - §tépi mRNA kodujici receptor HER2 pro epidermalni rastovy faktor

klinicky zkouSen pt1 lécbé nadort prsu a vajecnikii
Angiozyme - inaktivuje mRNA kodujici VEGFR

klinické zkouSeni skonc¢ilo neuspéchem



UmlcCovani genu —
RNA interference — blokovani translace

Malé¢ interferujici RNA (small interfering RNA - siRNA) - blokuji translaci
St€épenim mRNA pomoci komplexu RISC (RNA-induced silencing complex)

Formation of

siRNA / mRNA-
complex

sliced
mRNA

“SILENCING”

Jiné malé regulacni RNA — mikroRNA (miRNA) také blokuji translaci, ale
nemusi pritom m-RNA Stépit

Na regulaci exprese genii se mohou podilet i dlouhé nekodujici RNA (IncRNA),
které maji nukleotidovy retézec 10 x delSi nez siRNA a miRNA



Umlcovam genu - miRNA a siRNA

"""rhiRNA
Gene -; w M w [MD{J_

Pri-miR™NA | i | i | i | i
&3
Pre-miRNA
__r_\lucleus

Cy’[oplasm_ o

m;—D

lin-4 pre-miRNA

lin-4 MiIRNA

miRMNA" ia R

duplex

Asymmetric RISCJ
assembly

Some
MIRMNA

Y y
g g

ORF

/ RISC \ RISC
Ribosome \/-\

F%IE;(J

Translational repression

RIS(J

G CCUG
C_GGAC
A CA

/

'\\ '/)’

RISC

mMRNA cleavage -

Uuu UA
CCC GAGA CUCA GUGUGA GUA

GGG CUCU _GGGU CACACUUCGU_ 3
u C C C AG

UCCCUGAGACCUCAAGUGUGA

Komplementarita
znacna u siRNA, mala u miRNA
staCi nékolik bazi na 5"-konci)
edna miRNA umlc¢i vice geni
lokada jedné miRNA miiZe ovlivnit
expresi nékolika genii

Dvoji u¢inek miRNA
pozitivni:
umlceni onkogenti

aSeni miRNA do nadorovych bunék
negativni:
umlcéeni tumorsupresorovych genti

-)kovanl tvorby nebo u¢inku miRNA
antagomiry




Vyuziti RNA interferencev onkologii

Nezadouci miRNA (vyskyt v nadorech, onkomiry)
— Onkomiry = miRNA blokujici tumorsupresorové geny

— Blokovani nezadoucich miRNA:
* Antagomiry = oligonukleotidy komplementarni s miRNA
blokuji miRNA a tim zabranuji ,,uml¢eni cilové mRNA
nebo nukleotidické aptamery blokujici vznik miRNA

zatim se v onkologické terapii neuplatnily, jsou ale preklinicky zkouSeny (AS1411)
* Vnaseni genii kodujicich ,,miRNA houbu*
miRNA houba — bilkovina nebo oligonukleotid, které na sebe vazi nékolik molekul miRNA

miRNA s protinadorovym ucinkem (antionkomiry)
— vnaseni miRNA blokujicich onkogeny do bunék

« miR-192, miR-194 a miR-215 — potlacuji expresi genu pro MDM2

* let-7 — potlacuje expresi onkogenu RAS

*  miR-145/147, miR-200, ....

Blokovani exprese onkogenu pomoci siRNA
— klinicky zkouSené siRNA:

. TKM-PLK1, ALN-VSP02, Atu027

- CALAA-01 (systém RONDEL)

— vnaseni prekurzori siRNA do bunék:
« pbi-shRNA STMNI1 Lipoplex, pbi-shRNA PDX1™

IncRNA — dlouhé nekodujici RNA (> 200 nukleotidu)

— ovlivnéni transkripce a exprese gent

* zkouSen komplementarni oligonukleotid blokujici IncRNA nazvanou MALAT1
(= Metastasis Associated Lung Adenocarcinoma Transcript 1)



Komplikace vyuziti oligonukleotidii v terapii
(syntetické oligonukleotidy, RNAI)

Problém: Krom¢ hydrolytického Stépeni 1 mala biologicka
dostupnost v diisledku siln€ polarniho charakteru
Prekonavani:
— Liposomy
— SNALP - (Stable Nucleic Acid Lipid Particle)
Castice s lipidickou dvojvrstvou schopné fuze s nadorovymi bunkami

— Nanocastice biokompatibilniho polymeru s kladnymi naboji
Systém RONDEL - (RNA/Oligonucleotide Nanoparticle DELivery)

— VnaSeni polyribonukleotidu v obalu z kationoidniho polymeru
Polynukleotid je tvoren radou segmentii sSiRNA/miRNA propojenych vhodnou spojkou
Kationoidni polymer usnadiiuje pohlceni ¢astice buiikou
V buiice se z Castice uvolni prekurzorova RNA, kterou DICER rozseka na interferujici

oligonukleotidy (20-24-mery)

— VnasSeni pomoci funkcionalizovanych nanocastic zlata
Aminoalkylthioly (vazba Au-S-), polyethylenimin .tionoidni povrch vaze oligonukleotidy
Au nanocastice pokryté thiolovymi derivaty oligonukleotidu jsou prekvapivé rychle
vstirebavany, pritom je u nich asi 6 x zpomalena hydrolyza nukleasami



Perspektivy protinadoroveé
(chemo)terapie

Protinadorova léciva se dostala do popredi zajmu
farmaceutickych firem
— prinaseji nezanedbatelny zisk
— zlepSuji obraz firem
— Siroka paleta moznych pristupu (navaznost na uspéchy molekularni
biologie)
— omezené moznosti konkurence (,,bionapodobeniny*?)

Roste pocet publikaci (a patentu) — narust 40%
Nové zaméreni — ,,biologicka* 1éCiva
»Financni toxicita* — priliS vysoké naklady 1écby
— nové l1éky (zejména ,,biologické*) jsou velmi drahé
— naklady zvySuje rist poctu pacientii pri starnuti populace
Prinosy novych 1éCiv
— uplné vyléceni rakoviny stale jeSté malo pravdépodobné, ale:
je velka Sance na preménu ze smrtelného onemocnéni na chronické




