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Lécba melanomu za poslednich 12 let zaznamenala vyznamny pokrok. Jejim zakladem
je imunoterapie pomoci inhibitor( kontrolnich bod imunity, tzv. check-point inhi-
bitord. Navzdory dlouhodobé terapeutické odpovédi, které Ize dosdhnout, se u fady
pacientl tato forma Ié¢by potyka s nizs$i mirou terapeutickych odpovédi a selhanimipo
uvodni dobré l1é¢ebné odpovédi. Tyto Iécebné komplikace jsou pfedmétem fady studii,
které se snazi zdokumentovat jednotlivé mechanismy jak primdrni, tak i sekundarni
rezistence na imunoterapii melanomu. V préci je uceleny popis soudobych znalosti
o jednotlivych mechanismech rezistence na tuto formu lé¢by melanomu.

Kli¢ova slova: melanom, check-point inhibitory, rezistence primarni a sekundarni.

Mechanisms of resistance to melanoma immunotherapy

The treatment of melanoma has seen significant progress over the past 12 years. Its
basis isimmunotherapy using check-point inhibitors. Unfortunately, despite the long-
term therapeutic response that can be achieved, many patients experience lower rates
of therapeutic responses and failure with this form of treatment even after an initial
good treatment response. These treatment complications are the subject of many
studies that document individual mechanisms of primary and secondary resistance
to melanoma immunotherapy. The study comprehensively describes contemporary
knowledge about particular resistance mechanisms to melanoma treatment.

Key words: melanoma, check-point inhibitors, primary and secondary resistence.

Uvod

Imunoterapie melanomu pomoci
check-point inhibitorud je zakladnim pilifem
jak 1é¢by metastazujiciho melanomu, tak
i |é¢by adjuvantni, pfipadné v souc¢asné do-
bé se rozvijejici i |é¢by neoadjuvantni. Velkou
vyhodou imunoterapie je dlouhodoba tera-
peuticka odpovéd a moznost pouziti této te-
rapie i u pacientd, ktefi nevykazuji nddorovou
somatickou mutaci v genu BRAF. Pomérné
zasadni nevyhodou je vyrazné nizsi pocet
terapeutickych odpovédi nez u pacient( lé-
¢enych cilenou terapii BRAF a MEK inhibitory,
popfipadé i pomalejsi ndstup Ucinku terapie.
Terapeutickd odpovéd se v nékterych pfi-
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padech muze skryvat i za Uvodni progresi
onemocnéni, kdy tento stav oznacujeme ja-
ko tzv. pseudoprogresi onemocnéni (Obr. 1).
V nékterych pfipadech je dvodni progrese
vyrazna a tento stav je nové oznacovan jako
hyperprogrese (1). 1 kdyz tyto terminy nemaji
presnou definici, charakterizuji doposud ne
zcela pochopené mechanismy terapeutické
odpovédi, i jejiho selhani. Studium a presné
zmapovani nadorové rezistence na imunote-
rapii bude klicové pro dalsi rozvoj nadorové
imunoonkologie. V zékladnim popisu této
problematiky mizeme rozlisit primarni for-
mu rezistence a sekundarni, neboli ziskanou

formu rezistence na check-point inhibitory (2).
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Obr. 1. Piiklad pseudoprogrese u pacienta (ro¢nik 1969), metastatické postizeni pravé axily. A pred lécbou, B dva mésice po zahdjeni imunoterapie anti-PD-1,
Cpo roce terapie

Primarni rezistence

na check-point inhibitory
Primérni rezistence se vyskytuje u paci-

entd, ktefi na terapii check-point inhibitory

neodpovidaji jiz v samotném pocétku terapie.

V pfipadé anti-CTLA-4 se jednd o pomérné vy-

soké procento pacientd dosahujici az 80-85 %,

ktefi nevykazuji terapeutickou odpovéd (hod-
noceno dle standardizovanych RECIST kritérii)

(3,4).V pfipadé protiladtek anti-PD-1 je procen-

to pacientl bez terapeutické odpovédi okolo

50-60% (5-7). Nejlepsi odpovédi Ize dosah-

nout pfi kombinované terapii anti-CTLA-4

a anti-PD-1 (ipilimumab a nivolumab, okolo

65 %), i kdyz je tato kombinovana terapie za-

tizena vyssim mnozstvim nezadoucich ucinkd

3.a 4. stupné (8). V obou pfipadech se jednd

o velkou skupinu pacientd, ktefi nevykazuji na

pomérné nakladna Iécebna schémata zadnou,

nebo jen minimalni, terapeutickou odpovéd.

Bohuzel neexistuje jednoznacny prediktivni

biomarker, ktery by byl schopen stratifiko-

vat pacienty dle potencionalni terapeutické
odpovédi, navic i riznorodost jednotlivych
mechanism( odpovédnych za nddorovou rezi-
stenci na imunoterapii je pomérné rozmanita.

Mezi hlavni mechanismy patii (Obr. 2):

i) nedostatecné uvolnovani neoantigend,
pfipadné stimulace neoantigeny a nizka
mutacni zatéz;

ii) nedostatecnd nadorovd infiltrace nddoro-
vé infiltrujicimi lymfocyty (TILs);

iii) absence T-lymfocytd s expresi PD-1 a ne-
dostatecna infiltrace nddorové asociova-
nymi makrofagy (TAMs) s expresi PD-L1
v biopsiich nador0 v Uvodu terapie;

iv) pfitomnost vrozeného transkrip¢niho
,podpisu” rezistence na anti-PD-1 (IPRES -
innate PD-1 RESistance);
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v) nedostatec¢na signalizace interferonu y
(INF-y) (9 -13).

Zakladni princip funkce imunitniho
systému vychazi ze schopnosti antigen-
ni stimulace. Melanom patfi mezi nddory
s nejvyssim mutacnim zatizenim a moznos-
ti stimulace imunitniho systému. Nékteré
nadory (i melanom) vsak nejsou schopny
dostatecné prezentace antigenu imunitnimu
systému, nebo neutvafi v dostate¢né mire
antigeny, které Ize rozpoznat jako cizorodé.
Pro tyto mechanismy je zcela zésadni pro-
ces odliseni nadorovych bunék od bunék
zdravych tkéni a klicové rozpoznéni tzv. na-
dorové specifickych antigenl (TSA, Tumor
Specific Antigens) a nddorové asociovanych

antigent (TAA, Tumor Associated Antigens)
T-lymfocyty. | v pfipadé melanomu existuji
studie s dokumentovanou recidivou one-
mocnéni po aplikaci protinddorové vakciny
u TAA negativnich melanom (14). Naproti
tomu u pacientd s melanomem, kde dochazi
k dostate¢nému uvolriovani TAA a TSA, je
pozorovana lepsi terapeutickd odpovéd na
imunoterapii (15). Zasadni je dostate¢na akti-
vace CD8" a PD-1* T-lymfocytl v periferni krvi
neoantigeny pacienta a nasledné rozpoznani
Wvlastni” nddorové tkané témito antigenné
stimulovanymi T-lymfocyty (16). Jak bylo zmi-
néno, melanom vykazuje pomérné vyrazné
mutacni zatizeni, které koreluje i s expozici
UV zafeni, a predevsim i s lepsi terapeutickou
odpovédi na imunoterapii. Nékteré prace

Obr. 2. Zjednodusené schéma nddorového mikroprostiedi melanomu s faktory, které ovliviuji proti-

nddorovou imunitni odpovéd
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vsak poukazuji na korelaci vy$siho mutac-
niho zatizeni a infiltrace CD8" T-lymfocyty
v nadoru nebo dokonce i se zvySenou expresi
PD-L1 v nddoru. Samotna exprese PD-L1 je
v nékterych nadorech pro naslednou terape-
utickou odpovéd na check-point inhibitory
(anti-PD-1) zcela zasadni (17). Nejvyznamnéjsi
klinické studie s check-point inhibitory uka-
zuji také daleko lepsi terapeutickou odpovéd
u pacientd s expresi PD-L1 v melanomech
a jejich metastazach nez u pacientll s na-
dorem bez exprese. Ve studii s kombinaci
ipilimumabu a nivolumabu, ale i pouze pfi
monoterapii nivolumabem, bylo pozorovano
signifikantné lepsi prodlouzeni preziti do
progrese (PFS) u pacientl s expresi PD-L1
nez u pacientll bez exprese (5, 8, 18). Ve studii
s pembrolizumabem bylo u PD-L1 pozitivnich
pacientd pozorovano dokonce lepsi celkové
preziti (OS), PFS a mira terapeutickych odpo-
védi nez u PD-L1 negativnich (19). Z téchto
klinickych studii vyplyva, Ze exprese PD-L1
mUze byt pro naslednou terapii melanomu
check-pointinhibitory zdsadni a jedna se te-
dy o pomérné spolehlivy biomarker. Bohuzel
celad fada pacientt s dostate¢nou expresi
PD-L1 ale také nevykazuje terapeutickou od-
povéd na anti-PD-1 terapii a na druhé strané
néktefi pacienti bez exprese PD-L1 z této te-
rapie profituji (5, 8, 18, 20). V tomto kontextu
se ukazuje, ze exprese PD-L1 v melanomu je
napomocny (suboptimdlni) biomarker pre-
dikujici terapeutickou odpovéd. Pro studi-
um rezistence na imunoterapii jsou zajimavé
prace, které se zaméfuji na mechanismy, jez
mohou ovlivhovat expresi PD-L1. Nékolik
studii i u jinych nadort prokazalo korelaci
mezi ztratou PTEN genu a upregulaci expre-
se PD-L1 pfes aktivaci signalizace PI3K/AKT/
mTOR (21). U melanomu a jeho (in vivo i in
vitro) model( viak ztrata exprese PTEN genu
vedla ke zmenseni a potlaceni TILs infiltratu
a aktivité T-lymfocyt(. Navic v melanomo-
vém modelu ztrata PTEN genu vyznamné
nezménila expresi PD-L1, coz naznacuje, ze
regulace a snizend exprese PD-L1 nemusi byt
hlavnim mechanismem imunitni rezistence
vyplyvajici ze ztraty PTEN genu (22).

Aby bylo mozné ucinné aktivovat
T-lymfocyty, musi antigen prezentujici bun-
ky (DC, dendritické burky) podstoupit proces
zvany maturace. Pfi tomto procesu zvysuji
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DC svou schopnost stimulovat T-lymfocyty
posilenou expresi kostimula¢nich molekul
potiebnych pro aktivaci T-lymfocytd, jako jsou
molekuly MHC I. a ll. tfidy, CD80, CD86 a CD40
(23).1tento mechanismus aktivace imunitniho
systému muze byt narusen. Jednim z mecha-
nismd muze byt exprese 1L-37b, ktery potla-
¢uje maturaci a funkci DC snizenim exprese
CD80 a CD86 prostiednictvim signalni drahy
ERK/S6K/NF-kB (24). Funkce DC mUze byt po-
tlacena pfi signalizaci STAT3, jejiz inhibice pfi-
spivé kinfiltracinddoru DCa TILs a vyznamné
se podili na komunikaci mezi nddorovymi me-
lanocyty a burikami imunitniho systému. Tato
komunikace vede k indukci dalsich faktord
s imunosupresivnim plsobenim na maturaci
DC jako je vaskularni endotelidlni rlistovy fak-
tor (VEGF), IL-10 a transformujici rGstovy faktor
beta (TGF-B) (25, 26).

Nadory mohou pouzivat fadu imunitnich
uhybnych mechanism véetné zabranéni
T-lymfocytdm infiltrovat nadorovou tkan.
Samotna infiltrace nadoru zavisi na predchozi
antigenni stimulaci imunitniho systému a na
schopnosti nddoru atrahovat buriky imunit-
niho systému. V procesu infiltrace nddoru
T-lymfocyty byl identifikovan chemokinovy
receptor CXCR-3, ktery mliZe byt vtomto pro-
cesu vyznamny stimuldtor. V nddorovém my-
$im modelu melanomu byl CXCR-3 silné ex-
primovan v fadé podskupin T-lymfocytl a pfi
nasledné transfekci jeho ligandem CXCL9,
doslo k vyznamnému zvyseniinfiltrace CD4*
i CD8* T-lymfocytl do melanomu (27).V me-
lanomech s pocetnéjsim nadorovym infiltra-
tem CD8* T-lymfocytl byla navic prokaza-
na exprese CXCL-9 a CXCL-10 (28). Vyznam
v procesu infiltrace hraje i INF-y, ktery zpro-
stfedkovava signalizaci mezi Treg lymfocyty,
Th-lymfocyty a cytotoxickymi T-lymfocyty.
STAT3 signalizace inhibuje produkci CXCL-10
nadorové asociovanymi myeloidnimi burika-
mi a nasledné dochazi i ke snizeni exprese
INF-y a infiltraci T-lymfocytl v melanomu.
Pfi inhibici STAT3 dochazi ke zvysené expresi
CXCR-3 a nasledné podpofe infiltrace CD8*
T-lymfocyty do nadoru (29).

Dal$i molekulou ovliviiujici nadorovou
infiltraci TILs je VEGF, jehoz exprese i zvysena
sérova koncentrace je spojena s progresi me-
lanomu (30). VEGF snizuje adhezi T-lymfocyta
k endotelu kapildr a nové utvofenym cévam

potla¢enim exprese mezibunécné adhezni
molekuly 1 (ICAM-1) a vaskularni bunéc¢né
adhezni molekuly 1 (VCAM-1) v endotelovych
bunkach (31). Zvysend exprese VEGF v nddo-
rech byla spojena s imunosupresivnimi pod-
néty, a dokonce i s nizsi nadorovou infiltraci
TILs. Cilend inhibice exprese VEGF byla spo-
jena s vy$sim TILs infiltratem v melanomu
a byla nasledovéna zesilenou expresi CXCL-10
a CXCL-11, které podporuji prozanétlivé pro-
stfedi nddoru (32). V dalsi studii bylo prokaza-
no, ze VEGF zvysuje expresi IL-10 a prostaglan-
dinu E2 (PGE2), coz vede ke zvysené hladiné
Fas ligandl a nasledné indukci apoptézy CD8*
T-lymfocytu. P¥i cilené inhibici VEGF i v tomto
modelu doslo ke zvysené infiltraci TILs v mela-
nomu (32). V klinickych studiich s anti-CTLA-4
a anti-PD-1 byla retrospektivné prokazana
vyssi exprese VEGF u pacientl bez terapeu-
tické odpovédinez u pacientd, kteii na terapii
odpovidali (33).

Mechanism primarni rezistence je zdo-
kumentovana celd fada, nékteré se navic po-
tencuji a prolinaji. Z terapeutickych moznosti
se jednad o mechanismy obtizné ovlivnitelné
a prekonatelné, i kdyz ptipadné poukazuji na
moznosti napf. kombinované terapie cilené
terapie a imunoterapie, nebo i kombinace
s jinymi inhibitory, jako jsou napf. inhibitory
VEGF, nebo inhibitory PI3K/AKT signalizace
(22, 34).

Ziskana rezistence
na check-point inhibitory

Ziskana rezistence se objevuje u pacien-
t0, u kterych dochazi k relapsu onemocnéni
po uvodni terapeutické odpovédi. V soucas-
né dobé jsou mechanismy ziskané rezistence
hdre zmapovany, ale predpoklada se, ze mno-
hé z nich budou pravdépodobné podobné
tém, které jsou zékladem primarni rezistence.
S mechanismy pfirozené selekce se mohou po-
stupné vyvinout (selektovat) nadorové burky
s epigenetickymi zménami, které propGjcuji
schopnost odolavat imunitnimu systému (35).
Prikladem takové vlastnosti je ztrata exprese
32-mikroglobulinu, ktery je soucasti molekul
MHC . tfidy a pfispiva k jejich funkéni (spravné)
expresi.V preklinické studii pacient(i s melano-
mem léc¢enych imunoterapii byla ztrata 32-mi-
kroklobulinu v pribéhu lécby spojena s nizsi
schopnosti rozpozndvat nddorové antigeny

www.dermatologiepropraxi.cz



CD8* T-lymfocyty a také se ztratou exprese
molekul MHC I. tfidy (36, 37). Dal$im z moz-
nych mechanisma ziskané rezistence je mutace
vgenu JAK 1/2, kterd je odpovédnd za snizenou
citlivost nadorovych bunék na signalizaci INF-y
a byla detekovana u pacient(, ktefi vykazovali
selhaniimunoterapie po Uvodni dobré terape-
utické odpovédi (38). Po expozici nddorovych
bunék IFN-y, ktery je produkovan aktivovanymi
T-lymfocyty, se aktivuje JAK 1/2 kindza a na-
sledné dochazi k fosforylaci STAT proteinu.
Tato signalni drdha JAK/STAT je odpovédna
za buné¢nou proliferaci, diferenciaci, migraci
aapoptotickou buné¢nou smrt. Ziskana muta-
ce v genu JAK poté tuto signalizaci nekontrolo-
vatelné aktivuje (38, 39). INF-y vsak také vede
i k up-regulaci exprese PD-L1 na nadorovych
burikach, ¢imz se podili na senzibilizaci nadoru
na terapii check-point inhibitory (40). Ziskana
rezistence se navic mlize vyskytnout na urovni
jednotlivé bunky, pficemz nadorové bunky
méni svoji genovou expresi v reakci na signa-
lizaci imunitnich bunék z nddorového mikro-
prostiedi (35). Pfikladem téchto mechanisma je
navozeni exprese PD-L1 v nddorovych burkach
pod vlivem signalizace INF-y, navic exprese
PD-L1 patfi mezi mechanismy jak primarni, tak
i ziskané rezistence, coz ukazuje na plasticitu
nadorovych bunék a jejich schopnost unikat
obrannym mechanismim jedince a lé¢ebné
strategii (35, 41).

Dalsi markery kontrolnich mechanismu
imunitniho systému a jejich exprese je spo-
jena se ziskanou rezistenci na imunoterapii.
Jedna se o gen 3 aktivujici lymfocyty (LAG-3),
imunoglobulin T-lymfocyt( a mucinovou do-
ménu 3 obsahujici aktivator lymfocytl (TIM-3),
které byly exprimovény u pacient(, u kterych
doslo k selhdni terapie check-point inhibitory
(42). Cilend blokace TIM-3 v my$im melanomo-
vém modelu vede ke zlepseni preziti a expresi
INF-y s naslednou proliferaci a infiltraci CD8*
T-lymfocytd v melanomech. Exprese LAG-3
byla detekovana v PD-L1 pozitivnich mela-
nomech, coz mlize naznacovat roli LAG-3 pfi
procesech podilejicich se na Uniku melanomu
pred imunitnim systémem (42, 43).

Stirevni mikrobiom - jeden
z moznych kli¢a k rezistenci?
Stfevni mikrobiom je stale vice uznava-

nym faktorem, ktery mdze ovlivnit imunolo-
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gické chovani jedince a v kontextu s nadoro-

vou problematikou i terapeutickou odpovéd

na check-point inhibitory. Vliv mikrobiomu je
hojné diskutovan v celé fadé odvétvi medici-
ny, ale v 1é¢bé onkologickych onemocnéni
mu byla vénovana pozornost az se zavedenim
terapie check-point inhibitory, a pfedevsim
pfi hledani mechanismu rezistence na tuto
lé¢bu. Bylo zjisténo, ze pacienti s terapeutic-
kou odpovédi na check-point inhibitory maji
odlisny stfevni mikrobiom od pacientd, ktefi
terapeutickou odpovéd nevykazuji. Samotné
mechanismy spojujici mikrobiom a imunolo-
gickou odpovéd pacientl jsou zatim ne zcela
jednoznacné vysvétlitelné, ale navzdory tomu
se jedna o nezanedbatelny faktor, ktery ovliv-
nuje imunologické chovania pravdépodobné
i terapeutickou odpovéd na imunoterapii.
Prvni prace upozornujici na vliv sttevniho
mikrobiomu na terapeutickou odpovéd na
check-point inhibitory u pacientd s melano-
mem byla publikovéna v roce 2015, na zédkladé
studie 25 pacientt lécenych ipilimumabem.
V této préci byla zjisténa lepsi protinddorova
odpovéd u pacientl s pfitomnymi stievnimi
bakteriemi Bacteroides (B. fragilis a/nebo B.
thetaiotaomicron) a Burkholderiales cepacia
(44).V mysim melanomovém modelu bylo do-
sazeno, po obohaceni mysi stfevni mikrofléry
cilené o druhy Bifidobacterium, resp. B. breve
a B.longum, zlepsené terapeutické odpovédi
na anti-PD-L1 protilatku, dale doslo k vyrazné
vyssi infiltraci nddoru CD8* T-lymfocyty (45).
V nasledujicich studiich bylo prokézéno celé
spektrum bakterii, které se mohou podilet
na pfiznivé stievni mikroflére pro adekvatni
imunologickou odpovéd na check-point inhi-
bitory (46). Pomérné revolucni jsou ale prace
poukazujici na moznost ,transplantace sto-
lice”, resp. prenos stirevniho mikrobiomu od
pacientl s dobrou odpovédni na check-point
inhibitory pacientim bez terapeutické odpo-
védi, a tak se pokusit zvratit nepfiznivé imuno-
logické chovani téchto pacientt (47). Z klinic-
kych a preklinickych studii, kde byl hodnocen
stfevni mikrobiom, vyplyva, Zze napf. terapie
sirokospektrymi antibiotiky pred lé¢bou ci
v Gvodu terapie check-point inhibitory maze
vyrazné neptiznivé ovlivnit jak stav mikrobio-
mu pacienta, tak i terapeutickou odpovéd (48).
Samotny mechanismus funkce a stimu-

lace imunitniho systému cestou stfevniho
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mikrobiomu je pomérné komplikovany a za-
tim i nedostate¢né prostudovany jev. Prace
doposud publikované na toto téma pfinaseji
pomérné zajimavé informace, které viak bu-
de nutné ovérit ve velkych multicentrickych
studiich. Z prvnich experimentalnich a pre-
klinickych studii vyplyva, Ze pacienti |éceni
anti-PD-1, ktefi méli pfitomné bakterie rodu
Faecalibacterium, maji vétsi pomér cirkulu-
jicich CD4* a CD8* T-lymfocytd. U pacientd,
ktefi terapeutickou odpovéd' nevykazovali,
byly pfitomné bakterie rodu Bacteriodales,
navic u téchto pacientd byly vyssi hodnoty
cirkulujicich Treg lymfocytl s méné akti-
vovanou expresi zanétlivych cytokinud (49).
V dalsi préci bylo prokazano, ze skupina pa-
cientl s terapeutickou odpovédi méla opét
odlisny mikrobiom (pfevazné zastoupeni
Faecalibacterium) oproti pacientdim bez od-
povédi (pfevazné Bacteroides). Navic pacienti
s terapeutickou odpovédi méli vyssi hladinu
CD25 (a fetézec receptoru pro IL-2) a nizsi za-
stoupeni cirkulujicich Treg lymfocytd a nizsi
zastoupeni a4*7+ T-lymfocytl (50). V mysim
melanomovém modelu bylo po podéni stfev-
niho mikrobiomu od pacient( s terapeutic-
kou odpovédi na check-point inhibitory do-
sazeno vyssiinfiltrace TILs s CD8* T-lymfocyty
oproti mysim, kde byl podan mikrobiom od
pacientl bez terapeutické odpovédi. V my-
Sich s mikrobiomem od pacientl s odpovédi
bylo prokazano vyssi zastoupeni vrozenych
efektorovych bunék (CD45*, CD11b*, Ly6G®)
s odpovidajici depleci v myeloidnich bun-
kadch (CD11b*, CD11c*). V nddorech u mysi
s mikrobiomem od pacientd bez odpovédi
byl vyssi pocet Th (pomocnych) 17 lymfocytd
(49, 51). Pomérné zasadni je prace Tanoue
a jeho spolupracovnikd, ktefi studovali slo-
zeni stfevniho mikrobiomu od zdravych je-
dinct a podatilo se jim identifikovat soubor
11 kmen (7 Bacteroidales a 4 druh( jinych
nez Bacteroidales), které ndsledné naockovali
do mysiho modelu. V tomto modelu poté
doslo ke zvyseni CD8* T-lymfocytl v epitelu
tlustého stfeva, ale navic byla pozorovana vy-
znamna up-regulace gend regulujicich INF-y,
konkrétné CXCL9 a CXCL10. Tento stfevni mi-
krobiom byl navic schopen potencovat efekt
anti-PD-1 a anti-CTLA-4 v mySim modelu
karcinomu tlustého stfeva, kde byla patrna
exprese INF-y a infiltrat CD8* T-lymfocyta
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s expresi granzymu B v nddorovém stromatu.
Granzym B je efektorovou molekulu cyto-
toxickych T-lymfocytt a DC s vysokou expresi
HLA molekul I. tfidy (52). Tyto prace pod-
poruji domnénku, ze specificky mikrobiom
ma schopnost bud imunostimula¢ni nebo
imunosupresivni a podili se na ,vychové”
a utvareni vrozené i adaptabilni imunity se
schopnosti téchto bunék nasledné prostupo-
vat do mikroprostiedi nadoru (52).

Dalsi predpoklad efektu vychazi z dom-
nénky, Ze mize existovat podobnost mezi
stfevnim mikrobiomem a nadorovymi neo-
antigeny, kdy stfevni mikrofléra stimuluje
imunitni systém s podporou usnadnéné in-
filtrace nadoru TILs (53). Jednou z moznych
hypotéz je i metabolicky efekt stfevniho mik-
robiomu, ktery maze ovlivnit protinadorovou
imunitni odpovéd i v jinych mistech nez ve
sténé strevni. Stimulace imunitniho systému
vychazi z metabolitl specifické stfevni mikro-
flory. U pacientd s melanomem a s terapeutic-
kou odpovédi byla detekovana napf. kyselina
anakardova (a 82 dalsich metabolitl) (54).

| kdyz je studium problematiky strevniho
mikrobiomu v biologii melanomu relativné
novym trendem, jedna se pravdépodobné
o vyznamny faktor, ktery ovliviiuje imunitni
systém pacienta i pfipadnou terapeutickou
odpovéd na check-point inhibitory. Zasadni
mUze byt role mikrobiomu v pfekonani mecha-
nismU rezistence na imunoterapii. Z doposud
publikovanych studiich bude zdsadni a zcela
revolu¢ni zvladnuti techniky ,transplantace
mikrobiomu”, ktery je spojeny s terapeutickou
odpovédi pacientlim bez terapeutické odpoveé-
dianaslednému pfipadnému navozeni terape-
utické odpovédi i u téchto pacientu.

mRNA vakciny jako dalsi
cesta k prekonani rezistence
imunoterapie melanomu

Jiz od 80.-90. let se mRNA zacala vyuzivat
jako silny medidtor genové transkripce, umé-
14 indukce proteinové exprese v bunéénych
kulturdch a mysich modelech byla zahy Siroce
pouzivana ve vyzkumu nadorQ. Béhem de-
kady 1990-2000 bylo na preklinické urovni
provedeno nékolik pokust o vyvoj protina-
dorové vakciny zalozené na mRNA s vyuzitim
indukované exprese zavedenych nadorovych
antigend, jako je karcinoembryonalni antigen
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(CEA) a glykoprotein 100 (gp100). Nicméné
vakciny na bazi mRNA nebyly do propuknuti
pandemie covidu-19 z velké ¢asti zaclenény do
klinické praxe, a to pfedevsim kvili nedostat-
ku adekvatnich védeckych a technickych pro-
stredkd k zajisténi jejich imunogenniho ucinku
a stability (55). Béhem poslednich desetileti
se odborné znalosti tykajici se vyroby vakcin
mMRNA postupné zvy3ovaly, coz jim nakonec
umoznilo stat se milnikem v primarni ochrané
proti nedavné pandemii SARS-CoV-2. Samotné
protinddorové mRNA vakciny zprostfedkovava-
ji prezentaci antigenu, protoze jsou inkorporo-
vany dendritickymi bunikami, které nasledné
exprimuji na svém povrchu nadorové antigeny
kédované specifickou mRNA ve vakcing, ¢imz
indukuji aktivaci cytotoxickych CD8+ i pomoc-
nych CD4+ T-lymfocytli a zaroven zvysuji uvol-
slibny zplsob doruceni genetické informace
imunitnim bunkam bez zasahu do struktury
jaderné DNA nebo trvalého ovlivnéni exprese
bunéc¢ného proteinu, protoze mRNA nepronika
do jadra buriky, coz by mohlo vyvolat nebez-
pecné mutace. Kromé toho miize byt mRNA
prenesena bez virovych nebo plazmidovych
vektord, je pfirozené rozpusténa hostitelskou
burikou a jeji produkce je méné nakladna ve
srovnani s terapeutiky obdobnou DNA, coz
dukci téchto vakcin ve velkém méfitku (56).
Jak jiz bylo zminéno, stabilita téchto vakcin je
klicem k ucinné vakcinaci mRNA, vzhledem ke
kfehké povaze mRNA a rozsahlé pfitomnos-
ti extraceluldrnich RN&z. Vytvoreni robustni
mRNA vakciny Ize dosadhnout za¢lenénim 5’
a 3' netranslatovanych oblasti, které zahrnuji
koduijici oblast, ¢imz se zabrani jeji degradaci.
K dalsi stabilizaci sekvence mRNA se pouziva
prekryti methylaci 5" oblasti a pfipojeni poly(A)
konce (sekvence vice adenosinmonofosfat()
k 3’ oblasti (57). Na rozdil od vakcinace v pri-
marni ochrané pred infekénim onemocnéni,
se pomoci protinadorovych mRNA vakcin sna-
zime posilit protindadorovou imunitni reakci.
Cilové proteiny kddované sekvencemi
mRNA vakcin zkoumané v oblasti onkolo-
gie patfi do jedné ze tfi hlavnich kategorii
(58, 59, 60):
i) neoantigeny nebo mutované proteino-
vé formy exprimované vylu¢né nadorem

v dUsledku zmén DNA, alternativniho

sestfihu mRNA nebo posttranskrip¢nich
zmén. Vyznacuji se vysokou a nadorové
specifickou imunogenicitou a mohou byt
spojeny s typem nadoru nebo mohou byt
dokonce personalizovanymi antigeny spe-
cifickymi pro pacienta;

ii) antigeny asociované s nddorem, které se
mohou nachdzet na normalni tkani, jejichz
exprese se kvantitativné nebo struktu-
ralné odchyluje od normalnich vzorcQ,
jako je MAGE-A3 (Cislo rodiny MAGE A3),
NY-ESO-1 (karcinom dlazdicovych bunék
jicnu1), tyrosindza, TPTE (transmembrano-
vé fosfatdza s homologii tenzinu) a gp100;

iii) zanétlivé mediatory, bud chemokiny ex-
traceluldrné vylucované, jako je IL-12 (in-
terleukin-12) a GM-CSF (faktor stimulujici
kolonie granulocytll a makrofaga), nebo
exprimované na buné¢ném povrchu, jako
je TLR4 (toll-like receptor 4). Izolace vyse
uvedenych proteinl a sekvenci mRNA
a rozpoznani nejvice imunogennich ne-
oantigenl a odpovidajicich zmén DNA
umoznilo vytvofeni vhodnych templatt
DNA, které Ize pouzit pfi vyrobé rliznych
MRNA vakcin, které Ize aplikovat na riizné
typy malignit.

V terapii melanomu se tyto vakciny zaci-
naji objevovat prekvapivé jiz od roku 2006.
mRNA vakciny byly podavény pacientlim s po-
krocilym melanomem v kontextu nékolika
klinickych studii faze I/11. Jiz v roce 2006 byla
intranodalné nebo intradermalné injikovana
22 pacientdim s malignim melanomem vak-
cina sestavajici z autolognich dendritickych
bunék derivovanych z monocyt(, ex vivo
stimulovanych autologni nadorovou mRNA.
Imunitni reakce specifickd pro vakcinu, cha-
rakterizovana expanzi T lymfocyt( a produk-
ci interferonu-y, byla skute¢né pozorovéna
u deviti z 19 pacient(. Intradermalni nebo
intranodalni podani vyvolalo imunitni od-
povéd u 70% (7/10) a u 25% (3/12) lécenych
pacientll. Pozdéji byly u deviti respondenta
hlaseny imunospecifické CD4+ a CD8+ T bu-
nécné reakce proti neoantigentim kédovanym
vakcina¢ni mRNA (61).

V roce 2009 byla publikovdna studie
s pouzitim pfimého intradermalniho poda-
ni protaminem stabilizované mRNA kédujici
melanomové antigeny (Melan-A, tyrosinéza,
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gp100, MAGE-A1, MAGE-A3, Survivin) u 21
pacientim s metastazujicim melanomem.
Jednalo se o prvni studii, kde byly pouzity
specifické melanocytarni ¢i melanomové
antigeny. Vakcinace byla dobfe tolerovéna
anevyvolavala zadné nezadouci ucinky stup-
né 3-4. U ockovanych pacientl byla vyrazné
omezena cirkulace regula¢nich a myeloidnich
supresorovych bunék. Specificka imunitni re-
akce Tlymfocytl proti antigentim vakciny byla
zaznamenana u dvou ze ¢ty hodnotitelnych
pacientl a Uplna odpovéd byla pozorovéna
u jednoho ze sedmi pacient( (62).

Ve snaze rozsitit spektrum neoantige-
nl spojenych s melanomem, které by by-
lo mozné aplikovat na mRNA vakciny by-
lo porovnano 471 vzorkd melanomu s 812
vzorky normalni kiize. Bylo identifikovano
celkem pét potencialné cilitelnych nddoro-
vych antigent (PTPRC, SIGLEC10, CARD11,
LILRB1, ADAMDEC1). Vy3si exprese téchto
péti antigent v melanomu byla spojena
s robustnéjsi nadorovou imunitni infiltraci
a zlepsenym OS pacienta, zatimco nizsi hladi-
ny exprese a kratsi doba preziti byly spojeny
simunogenné ,chladnymi” melanomy (s ma-
lym zanétlivym infitratem). Takové studie
pfispivaji k rozpoznani vysoce imunogennich
antigend, které by mohly slouzit jako zaklad
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