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IMUNOTERAPIA ALZHEIMEROVEJ CHOROBY

Novak M., Novak P., Kontsekova E., Kovacech B., Skrabana R., Zilka N.
Axon Neuroscience SE, Bratislava

Alzheimerova choroba (ACh) sa vyznacuje progresivnou akumuldciou patologic-
kych proteinov, a stratou synapsi, neurénov a mozgového tkaniva. Neurofibrilarna
patoldgia, pozostavajuca z post-translacne modifikovaného proteinu tau, koreluje s
progresiou ACh a je spoloénym menovatelom mnohych dalSich neurodegenerativ-
nych ochoreni, takzvanych tauopatii.

Imunoterapie zamerané na patologicky tau protein v sebe zlucuju schopnost za-
chytit siroké spektrum rozlicne modifikovanych molekul tau proteinu, a vytriedit ich
spomedzi zdravych variant potrebnych pre funkciu bunky.

V nasom vyskume sme odhalili molekuldarnu doménu, ktora je spolocnym meno-
vatelom patologickych foriem tau proteinu, a zaroven je potrebna pre jeho agregaciu
a tvorbu neurofibrilarnej patolégie. Vyvinuli sme monoklondlnu protilatku DCS8ES,
ktord zabranuje agregdacii tau in vitro, a taktiez (pouzita ako pasivna vakcina) redukuje
mnozZstvo patologického tau proteinu a neurofibrilarnej patoldgie v mozgu transgén-
nych mysi.

Protilatka DC8E8 bola schopna diskriminacie medzi zdravymi a chorymi formami
tau proteinu, a taktieZ reagovala s ranymi i neskorymi stadiami neurofibrilarnej pato-
I6égie v mozgovom tkanive pacientov s Alzheimerovou chorobou.

Tuto protilatku sme pouzili ako ,odliatok” pri tvorbe imunogénu aktivnej vakciny.
Vyslednu peptidovu vakcinu sme testovali v potkaiom modeli ACh za Ucelom ohod-
notenia jej dopadu na klinicky, histopatologicky a biochemicky fenotyp transgénnych
zvierat. Vakcinacia indukovala robustnd imunitntd odpoved, a redukovala mnozstvo
tau oligomérov a rozsah neurofibrilarnej patoldgie; taktiez odstranila okolo 95% pato-
logicky hyperfosforylovanych foriem tau, a zlepsila klinicky obraz zvierat.

V toxikologickych Studidch preukazala vakcina velmi kladny bezpecnostny profil
a pod menom ,,AADvacl” postupila do fazy klinického skusania.
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VAKCINY PRE LIECBU NEURODEGENERACNYCH OCHORENI

Novak P., Kontsekova E., Kovacech B., Skrabana R., Zilka N., Novak M.
Axon Neuroscience SE, Bratislava

Neurofibrildrna patoldgia je najblizsim korelatom kognitivneho Upadku a progre-
sie ochorenia v Alzheimerovej chorobe (ACh). Vakcina AADvacl, urcenda na terapiu
ACh, je prvou aktivnou vakcinou zacielenou proti neurofibrilarnej tau patoldgii, ktora
bola testovana na fudoch.

Vykonali sme 3-mesacnu, dvojito zaslepenu, randomizovanu, placebom kontrolo-
vanu $tudiu fazy 1 s trojmesaénym predizenim bez pouZitia placeba na 30 pacientoch
s miernou az stredne zavaznou formou Alzheimerovej choroby (MMSE 15-26).

Pacienti obdrzali 3 davky AADvacl alebo placeba v mesacnych odstupoch; v pre-
dizeni $tadie obdriali vietci pacienti dalsie 3 davky AADvacl v mesaénych odstupoch.

Primarnymi cielmi skudsania bolo vyhodnotenie bezpecnosti a imunogenicity AAD-
vacl. Bezpecnost vakciny bola hodnotend pomocou neurologickych a fyzickych vyset-
reni, hodnotenia vitdlnych funkcii, magnetickej rezonancie mozgu, EKG, a Standard-
nych laboratérnych panelov (hematoldgie, koaguldcie, krvnej biochémie a rozboru
mocu). Kognicia bola hodnotena explorativhe pomocou testov ADAS-Cogl11, COWAT
a CFT.

Vakcina AADvacl v studii preukdzala kladny bezpecnostny profil; jedinym neziadu-
cim ucinkom boli prechodné reakcie v mieste vpichu. Meningoencefalitida, mozgové
edémy a mikro-krvdcania zname z imunoterapii proti f-amyloidu neboli pozorované.

AADvacl bola vysoko imunogénna. 29 z 30 vakcinovanych pacientov vyvinulo imu-
nitnu odpoved proti patologickému epitopu tau proteinu obsiahnutému v AADvacl,
pricom kazda zo 6 davok vakciny zvysila mnoZstvo vygenerovanych protilatok. Napriek
tomu, Ze vakcina bola podavana seniorom, bol dosiahnuty geometricky priemerny
titer 1:48661. Kognicia pacientov bola stabilna po dobu trvania studie.

Vakcina AADvacl vykazala kladny bezpecnostny profil a vysokd imunogenicitu.
Dalsie $tudie su potrebné na dokazanie Gcinnosti vakciny v lie¢be ACh.
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3D ANALYZA INTERAKCIE ANTIGENU A PROTILATKY: VYZNAM PRE KLINICKU PRAX

Skrabana R., Kontsekova E., Zilka N., Cehlar O., Hanes J., Novak M.
Neuroimunologicky ustav SAV, Bratislava, Axon Neuroscience SE, Bratislava

Pritomnost nerozpustnych agregovanych foriem neurondlneho proteinu tau pri
Alzheimerovej chorobe a pribuznych tauopatiach koreluje s kognitivnym Upadkom
pacientov [1]. Aktivna vakcinacia vakcinou AADvacl [2], ktora vstupuje do druhej fazy
klinického skusania, je zacielend proti Specifickému epitopu na proteine tau, ktory lezi
v tesnej blizkosti agregacnych aminokyselinovych motivov VQIINK a VQIVYK [3, 4]. Ten-
to epitop bol identifikovany vdaka Specifickej mysej monoklénovej protilatke DC8ES,
ktord vykazuje silnu inhibiciu polymerizacie proteinu tau in vitro [5]. Imunizacia AAD-
vacl ma za ciel indukovat anti-tau protilatky s rovnakou konformacnou $pecificitou
a inhibi¢nou aktivitou, ako ma DC8ES8. V predndaske predstavime predklinicky vyvoj
AADvacl, a to mapovanie epitopu DC8E8 na molekulovej Urovni, charakterizaciu jeho
interakénych vlastnosti s protildtkou DC8ES8, dalej interakéné vlastnosti iminneho
séra po vakcindcii laboratérnych zvierat s AADvacl a Struktirnu analyzu inhibi¢ného
miesta protilatky DC8E8 zaloZzenu na meraniach rontgenovej difrakcie monokrystalu
Fab fragmentu protilatky DC8ES8.

Podakovanie: tato praca bola podporena grantom Axon Neuroscience SE a gran-
tom VEGA 2/0177/15.
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Molekulovy povrch aktivneho miesta protilatky DC8ES.

MALE NEUROTROFICKE MOLEKULY A ICH POTENCIAL
PRI LIECENi NEURODEGENERACNYCH OCHORENI

Weissova P.
Axon Neuroscience SE, Bratislava

Ked%e priemerna dizka Zivota sa zvy3uje, prevalencia neurodogeneraénych ocho-
reni narastd, o nasledne vedie ku vaZznym socio-ekonomickym doésledkom. S naras-
tom vyskytu neurologickych ochoreni suvisi aj zvysenie ndkladov na zdravotnu sta-
rostlivost pacientov a ich poskytovatelov zdravotnej starostlivosti. Napriek velkym po-
krokom v objasfiovani patofyzioldgie tychto ochoreni ako aj so zvysujucim sa poctom
klinickych skusok prebiehajicich v sucastnosti, doposial’ neexistuje efektivna liecba
tychto ochoreni. Vacsina testovanych neuroprotektivnych stratégii v klinickych skus-
kach doposial Uplne zlyhala alebo preukazala len minimalny ucinok.

Alzheimerova choroba ako priklad neurodegeneracie s najvacsim vyskytom, ktora
je Uzko spojena so starnutim, spdsobuje nielen velku socidlnu a ekonomicku zataz, ale
je zaroven aj obrovskou vyzvou pre vedecku komunitu. V sucastnosti asi 25-35 milié-
nov fudi po celom svete trpi tymto ochorenim a predpoklada sa az ztrojnasobenie do
roku 2050. Vzhladom na vysoku mieru prevalencie a multifaktorialny charakter tohto
ochorenia sa v poslednych rokoch vyskum prevazine zameriava nielen na inhibiciu sa-
motnej neurodegeneracie, ale hlavne aj na stimuldciu a podporu neuroregeneracie.

V poslednych rokoch doslo k vyznamnému posunu v testovani potencidlu novych
neuroregenerativnych pristupov v liecbe neurologickych ochoreni. Koncept pouZitia
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tzv. malych neurotrofickych molekul (small molecule compound) a ich aplikacia na
terapeutické ucely existuje uz viac rokov, avSak objavenie novych spbésobov ich do-
ru¢enia do organizmu, detailnejSia charakterizacia a objasfiovanie mechanizmu ich
ucinku na molekularnej drovni, vyznamne posunuli hranicu ich aplikacie a zdo6raznili
ich potencial v klinickych studiach.

SUCASNY STAV BIOLOGICKEJ LIECBY V NEUROLOGI!

Lisy L.
Neurologickd klinika LF SZU a UNB, Bratislava RuZinov

Cielena biologicka liecba v neuroldgii pokrocila v poslednych rokoch vdaka po-
kroku etiopatogenetickej diagnostiky mnohych ochoreni, ¢o bolo umoznené pouzitim
novych metéd molekularnej genetiky a imunoldgie. DélezZitou cestou pokroku sa stala
dostupnost vysetrovania biomarkerov za ucelom dalSieho specifikovania jednotlivych
podtypov neurologickych ochoreni. V odbore neurolégia nadobuda biologicka liecba
svoje miesto nielen u imunne a degenerativne podmienenych ochoreni nervového
systému, ale tiez u Sirokého spektra mnohych dalsich stavov ako su napriklad nadoro-
vé ochorenia, cievne ochorenia CNS, neuropsychiatrické ochorenia a bolest. Imuno-
logické metddy sa dnes takto pouzivaju nielen vo vyskume, ale uz aj v Sirokej klinickej
praxi. Dotyka sa to nielen v diagnostiky, ale aj lieCby uzZ zistenej konkrétnej poruchy.
V prednaske na priklade hlavne ochorenia typu sclerosis multiplex je demonstrovany
sucasny pokrok v neuroldgii v tejto oblasti.

PREHLAD BIOLOGICKEJ LIECBY
NA DERMATOVENEROLOGICKEJ KLINIKE LFUK A UN BRATISLAVA

Simaljakova M.
Dermatovenerologickad klinika LFUK a UN Bratislava

Dermatoldgia je jedna zo Specializacii, ktora tiez vyuziva biologicku liecbu. Na Slo-
vensku sa biologickou liecbou lieci asi 800 pacientov trpiacich na psoriasis vulgaris.
,Off label” sa biologikami liecia aj tazké formy hidradenitis suppurativa a granuloma
anulare. Nové molekuly — secukinumab, omalizumab — rozSiruju moznosti liecby pso-
ridzy a chronickej spontannej urtikdrie. Dermatovenerologickd klinika ma stibor 186
pacientov lieCenych na psoridzu biologickou liecbou, z nich je 65 % muzov a 35 % zien
vo veku 49,1 + 11,8 rokov. Okrem psoridzy sa u pacientov zistili pridruzené choroby:
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v 43 % psoriaticka artritida, v 61 % iné komorbidity, ako je hypertenzia (25 %), obezita
(22 %) hepatopatia (18 %) a dalsie.

Prvym biologikom sa lieci 61 % pacientov, 30 % druhym, 7 % tretim, dvaja pa-
cienti $tvrtym a jeden pacient Siestym. Standardna systémova liecba, najéastejsie
metotrexat, bola v 41 % pridanad k infliximabu, v 20 % k ustekinumabu a v 5 % k adali-
mimumabu a etanerceptu a to z dévodu tvorby neutralizacnych protilatok a z nedos-
tatocnej Gcinnosti. Priemerné zotrvanie na biologickej liecbe, bez ohladu na liek, bolo
59,8 mesiacov, 25 % pacientov ukoncilo liecbu do 19 mesiacov. Priemerné trvanie
ukoncenych terapii bolo 14,2 mesiaca. Terapiu na etanercepte ukoncilo 41 %, na ada-
limumabe 35 %, na infliximabe 26 % a na ustekinumabe 23 % pacientov. NajcastejSim
dévodom bola nedostato¢na ucinnost alebo postupna strata ucinnosti a neZiaduce
ucinky liekov. PASI skére na zaciatku liecby bolo 10 — 65,8. Do 12 mesiacov dosiahlo
zlepsenie klinického ndalezu na urovni PASI 75 85 % pacientov.

Biologikd maju vynikajuci efekt v lie¢be chronickej loZiskovej psoriazy. Uginnost
lie¢by sa znizuje s jej dizkou a v dosledku tvorby neutralizujicich protilatok. Efekt
biologickej liecby zvySuje kombinacia so Standardnou lieCbou, najmd metotrexatom.
V subore neboli medzi jednotlivymi biologikami zistené signifikantné rozdiely v ucin-
nosti ani v adherencii k liecbe. Zaznamenali sme minimum neZiaducich Gcinkov, naj-
viac pri aplikacii infliximabu.

INFLIXIMAB V LIECBE PSORIAZY: VYHODY A NEVYHODY

Gulanova B., Simaljakova M.
Dermatovenerologickad klinika LFUK a UN Bratislava

Psoriasis vulgaris (PsV) je chronickd zapalova choroba koze, ktora sa vyvija na
podklade autoimunitnych procesov. V jej lieCbe sa v ostatnej dobe zacali pouZivat aj
chimérové monoklonové protilatky anti-TNF — infliximab. Infliximab je schvaleny na
lieCbu tazkej psoridzy a stredne tazkej aZ tazkej psoriatickej artritidy. Schvélenie lieCby
poistoviiou a ministerstvom zdravotnictva pre konkrétneho pacienta je podmienené
neucinnostou, alebo kontraindikdciami dostupnej celkovej liec¢by (cyklosporin A, me-
totrexat, acitretin), postihnutim viac ako 10 % povrchu tela (BSA — body surface area)
alebo PASI (psoriasis area severity index) viac ako 10. Davkovanie je 5 mg na kg hmot-
nosti pacienta v infuzii v tyzdni 1, 2, 6 a potom kazdych 6 — 8 tyzdriov; interval sa moze
prispbsobit. Odpoved na liebu je rychla: 50 % pacientov dosiahne PASI 75 uz v 2. tyz-
dni, 80 % pacientov v 10. tyZdni. Z dlhodobého hladiska 61 % pacientov dosahuje PASI
75 v 50. tyzdni lie¢by. Medzi nevyhody liecby patri, Ze po istom ¢ase mdze dochadzat
k zniZzovaniu G¢innosti preparatu, pretoZe niektori pacienti mozu tvorit proti inflixima-
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bu neutralizacné protilatky. Tieto su Casto aj dovodom neziaducich ucinkov v podobe
infiznych reakcii. Poddvanie metotrexatu ako adjuvantného lieciva tvorbu protilatok
znizuje, a tym predlZuje a zlepSuje Ucinnost infliximabu. Na Dermatovenerologicke;j
klinike LFUK a UN Bratislava sa doteraz liecilo biologickou liecbou 186 pacientov, v su-
Casnosti sa infliximabom lieci 36 pacientov so psoridzou, jeden pacient ma psoriazu aj
hidradenitis suppurativa, 5 pacientov ma hidradenitis suppurativa, jeden pacient ma
granuloma perforans. Pacienti so psoridzou mali pri zacati liecby PASI v priemere 22,0;
v stucasnosti 0,5 az 1,0. 19 psoriatickych pacientov je na kontinudlnej lieCbe inflixima-
bom uzZ viac ako 8 rokov. Pre neucinnost muselo liecbu prerusit 6 pacientov, z toho
4 mutZi a 2 zeny, pre neziaduce ucinky 5 muzov a dve zZeny. Zmenu biologickej lieCby
z iného preparatu na infliximab malo spolu 20 pacientov a z toho 15 muZov a 5 Zien.
Metotrexat ako adjuvantnu liecbu malo pridany 8 muzov a 2 zeny.

Neutralizdcia TNF vyzerd byt uZito¢na v liecbe mnohych autoimunitnych a inych
chor6b. Infliximab je efektivnou liecbou pre pacientov so stredne tazkou aZ tazkou
psoridzou. Pri kontinudlnom podavani mozno dosiahnut aj jej dlhsiu remisiu.

BIOLOGICKA LIECBA DERMATOZ MIMO INDIKACNEHO OBMEDZENIA

Rajczyova Z., Gulanova B., Simaljakova M.
Dermatovenerologickad klinika LF UK a UN, Bratislava

Biologicka liecba sa uplatiiuje u pacientov, ktori netoleruju Standardnu systémovu
liecbu alebo u ktorych tato liecba zlyhala. V sucasnosti su na Slovensku pre biologicku
liecbu v dermatoldgii k dispozicii infliximab, etanercept, adalimumab, ustekinumab,
omalizumab a secukinumab. Indikacie biologickej lieCby v dermatoldgii su stredne za-
vazna az zavazna loziskova psoridza a chronicka spontanna urtikaria. Podla literatury
sa biologicka liecba ojedinele pouziva i pri inych dermatdzach. K diagnézam, u ktorych
sa uplatnila biologicka lieCba patri napr. chronicka spontanna urtikaria, bulézne der-
mataozy, hidradenitis suppurativa, maligne nadory koze a iné.

Na Dermatovenerologickej klinike v Bratislave mame skusenosti s ,,off label” pou-
zitim infliximabu (IFX) u pacientov s hidradenitis suppurativa a granuloma annulare.
Hidradenitis suppurativa (HS) je autoimunitnd zapalova choroba vznikajuca na podkla-
de dysregulacie vrodenej imunity. V liecbe sa indikuju r6zne protizapalové a imuno-
modulacné pripravky. Z biologik je to anakinra, antagonista receptora pre IL-1 a cana-
kinumab, humanna monoklonova protilatka (mAb) proti IL-1B. ZvySené hladiny IL-17A
a p19 IL-23 mRNA pri HS, poukazuji na vhodnost liecby ustekinumabom, humannou
mADb proti p40-retazcu IL-12 a IL-23. 10F8 je plne humanna protilatka proti IL-8, ktora
blokuje aktivaciu a migraciu neutrofilov vo vysokej miere zastupenych v abscesoch
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HS. Z dostupnych preparatov su to anti-TNF pripravky. Infliximab (IFX) bol indikovany
u 8 pacientov so stredne zavaznou az zavaznou formou hidradenitis suppurativa (HS);
jeden z pacientov mal okrem HS aj psoriasis vulgaris. U vietkych pacientov boli pred
nastavenim na biologicku lieCbu vycerpané dostupné liecebné moznosti (antibiotika
— doxycyklin, rifampicin v kombinacii s klindamycinom, retinoidy — izotretinoin, acit-
retin, kortikosteroidy, dapson a chirurgické oSetrenie). V subore su 4 muzi a 4 zeny,
s priemernym vekom 43,5 roka. VSetci pacienti s HS maju rizikové faktory — nadvahu
a7 obezitu, faj¢ili alebo stale fajéia. Dizka lie¢by je doteraz 39 — 321 tyzdfiov v intervale
podavania infuzie 8 tyzdnov u dvoch pacientov, u 4 pacientov je rezim intenzifikovany
na 6 tyzdnov a u dvoch pacientov na 4 tyZzdne. Kompletna terapeutickd odpoved bola
dosiahnuta u jednej pacientky, temer Uplnd odpoved u troch pacientov, Ciastocna te-
rapeuticka odpoved bola dosiahnuta tieZ u troch 3 pacientov a malo vyrazné zlepse-
nie u jedného pacienta. U dvoch pacientok sa liecba pre pritomnost protilatok proti
IFX a infUzne reakcie musela ukoncit.

Infliximab sa pouzil i v liecbe 54-ro¢ného pacienta s granuloma annulare perfo-
rans. Pacient bol predtym opakovane lieceny cyklosporinom A, imunostimulanciami,
metizoprinoloma dapsonom bez vyraznejsieho efektu. Interval poddvania infliximabu
u pacienta je 8 tyzdnov. V priebehu 22 tyzdnov lieCby u pacienta nastalo vyrazné zlep-
Senie kozného ndlezu.

Biologicka liecba je alternativnou moZnostou u pacientov s HS, u ktorych zlyhaju
vSetky dostupné liecebné moznosti. Moznou komplikaciou liecby je tvorba protila-
tok proti infliximabu. Klinické studie a dlhSie skusenosti s biologickou liecbou derma-
t6z mimo indikacného obmedzenia ndm umoznia rozsirit pouZitie biologickej liecby
i u pacientov s inymi dermatdzami, ktoré nereaguju na Standardnu dostupnu liecbu.

CHRONICKA SPONTANNA URTIKARIA

Sustrova E., Simaljakova M.
Dermatovenerologickad klinika LFUK a UN, Mickiewiczova 13, 813 69 Bratislava

Urtikaria je ochorenie charakterizované vyskytom urtik, angioedému alebo oboch. Je
dolezité odlisit iné stavy od urtikarie, kedy sa mozu vyskytnut urtiky a/alebo angi-
oedém. Chronicka urtikaria trva viac ako 6 tyzdnov, jej prevalencia je 0,5 %. Urtiky su
charakterizované centralnym edémom rdéznej velkosti, takmer vidy s reflexnym ery-
tematdznym lemom, su spojené so svrbenim, niekedy palenim a v priebehu 1 — 24
hodin sa vstrebu bez stopy. Angioedém je charakterizovany nahlym edémom spodnej
Casti dermy a hypodermy s ¢astym vyskytom na slizniciach a trva do 72 hodin. Pacienti
sa stazuju na svrbenie a bolestivost.
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Chronicka urtikdria sa deli na chronickd spontannu urtikariu a chronickd indukovatel-
nu urtikdriu. Podtypy chronickej indukovatelnej urtikarie su: symptomaticky dermo-
grafizmus, chladova urtikdria, oneskorena tlakova urtikdria, soldrna urtikaria, tepelna
urtikaria, vibracny angioedém, cholinergicka urtikaria, kontaktna urtikaria a akvagén-
na urtikaria. Chronicka spontanna urtikaria je vyvolana znamymi alebo neznamymi
pri¢éinami. Okolo 45 % pacientov ma protilatky typu IgG proti IgE alebo proti IgE re-
ceptoru na mastocytoch. Na hodnotenie aktivity ochorenia sa odporuca jednoduchy
bodovy systém UAS7; pacient hodnoti urtiky a pruritus pocas 7 po sebe nasledujucich
dni. Diagnostika chronickej spontannej urtikarie sa opiera o doslednd anamnézu a ty-
picky klinicky obraz. Odporuca sa vysetrit sedimentaciu erytrocytov, CRP a diferencial
z krvného obrazu. Dalsie vysetrenia sa indikuju podla anamnézy. Podla odporuéani
EAACI/GALEN/EDF/WAO z roku 2013 sa lie¢ba chronickej spontannej urtikarie indiku-
je v troch liniach. Prva linia predstavuje podanie druhej generacie H1l-antihistaminik
raz denne. Ak symptomy po dvoch tyZzdnoch pretrvavajud, treba zvysit davku druhej
generacie Hl-antihistaminik az Stvorndsobne. Ak symptédmy pretrvavaju po dalSich
1 -4 tyZdnoch, k liecbe treba pridat lieky z druhej linie — omalizumab alebo cyklospo-
rin A alebo lieky tretej linie — montelukast. Pri exacerbacii prejavov je mozné pridat do
liecby systémové kortikosteroidy kratkodobo (3 — 7 dni). Druha generacia H1l-antihis-
taminik vo viacndsobnom ddvkovani, podanie cyklosporinu A alebo montelukastu je
v indikacii chronickej urtikarie mimo ramca ich SPC (off-label). Cielom liecby pacientov
s chronickou spontannou urtikariou je zbavit ich akychkolvek priznakov.

IMUNOTERAPIA V ONKOLOGII

Spanik S.
Internd — onkologickd klinika, Onkologicky ustav sv. AlZbety,
I. Onkologickd klinika OUSA a LFUK

Imunoterapia v onkoldgii nie je novinka. Skusala sa vo forme aplikacie atenuova-
nych nddorovych buniek, niekolko rokov bola Standardnd liecba rendlneho karcinomu
a maligneho melanému cytokinmi (interferdn, interleukin 2). V sucasnosti ide predo-
vsetkym o ovplyvnenie negativnych regulacnych faktorov imunitnej odpovede ako je
CTLA-4 (antigén 4 cytotoxického T lymfocytu — cytotoxic T lymphocyte antigen 4), PD-1
(programmed cell death protein 1 — protein 1 programovanej smrti bunky) a ligandov
PD-L1 a PD-L2 (ligandy 1 a 2 programovanej smrti bunky). Mnohé lieky, ktoré ucinkuju
uvedenymi mechanizmami su uZ v klinickej praxi a mnohé v réznych fdazach klinického
skusania.

Klucové slovd: imunoterapia, requlacné mechanizmy — ,checkpointy” (straZne
body), CTLA-4, PD-1, PD-L1, PD-L2
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LOKALNY IMUNOPROFIL KARCINOMOV — NOVA ERA KLASIFIKACIE TUMOROV

Hrubisko M.
Onkologicky ustav svitej Alzbety, Bratislava

Text priblizuje aktudlne poznatky o mechanizmoch, ktorymi imunitny systém na
jednej strane brani vzniku a vyvoju tumorov, na druhej strane ktorymi naopak ich
vzniku a rozvoju prispieva. V dalSej ¢asti sa autor zamysla, ¢i a ako méze k zhodnote-
niu stavu pacienta a jeho progndze prispiet meranie imunitnych parametrov z peri-
férnej krvi. Upozornuje sa na relativne obmedzenu vypovednu hodnotu periférnych
parametrov a zdoraznuje sa potreba ich sledovanie v dynamike. V tretej Casti autor
pribliZzuje novo vznikajlicu oblast imuno-onkoldgie, ktorou je stanovovanie lokélne-
ho imunitného infiltratu, tzv. imunoskdre, ktoré méze vyznamne spresnit klasifikaciu
pacientov v Case stanovania diagndzy, aj pocas lieCby. Na rozdiel od zauZivanej TNM
klasifikacie nadorov moze lokalny imunoprofil pomoct odhadnit odpoved' pacienta
na liecbu.

Kltcové slova: maligny nadory, lokalny imunitny infiltrat, lokalne imunoskére.

C¢REVNA MIKROBIOTA A PECEN

Oltman M., Smutny M.
Gastroenterologicko-hepatologické centrum THALION, Bratislava

Komenzélne mikroorganizmy (mikrobiota) predstavuju populdciu réznorodych
mikrobidlnych, prevaine baktériovych druhov, obyvajicich urcitd cast organizmu.
Crevo s jeho mikrobiotou je jednym z najkomplexnej$ich ekosystémov spolo¢nej exis-
tencie baktérii a nasich buniek. Su ,,odsudené” na vecnu spolupracu a pri vypadku
funkcie/funkcii jedného z nich dochadza k vzniku poruch az vaznych choréb.

Existuje mnoZstvo Udajov potvrdzujucich rozhodujucu dlohu zmenenej mikroflory
pri vyvoji nielen organickych choréb ¢reva ako su IBD (chronické nespecifické cho-
roby ¢riev), ale aj funkénych ako je napr. IBS (syndrém drazdivého traénika). Daldim
nevyhnutnym Gcastnikom tohto magického trojuholniku je pecen, a to nielen z ana-
tomického hladiska. Akceptuje sa, Ze masa mikroorganizmov v creve, okrem velmi
podobnej hmotnosti aki ma pecen, ma minimalne rovnaki metabolickd aktivitu ako
pecen samotnd. Preto nie je Ziadnym prekvapenim, Ze tato metabolicka aktivita pria-
mo alebo nepriamo imuno-biochemickymi mechanizmami ovplyviuje zdravie Creva,
pecene a nakoniec aj celého organizmu. Steatdza pecene, NASH (nealkoholova stea-
tohepatitida), ALD (alkoholova choroba pecene), cirhdza a HCC (hepatocelularny kar-
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cindm) su vsetko stavy, pri ktorych pribudaju vedomosti potvrdzujuce vplyv Crevnej
mikrobioty na ich vyvoj.

Manipulaciou zlozenia ¢revnych mikroorganizmov, resp. manipuldciou réznych
faktorov ako je druh diéty, alkohol, obezita, slizni¢ny imunitny systém, ¢revna bariéra
a permeabilita, moZno predchadzat alebo prispievat k vzniku vyssie uvedenych cho-
réb. Prave na pociatku vzniku, rozvoja a udrziavania metabolického syndrému stoji
¢revnd mikrobiota, na ktord ,nasada” nas tragicky nevhodny Zivotny styl a Zivotné
prostredie. Zda sa, Ze ¢revna mikrobiota méze byt jednou z hlavnych pricin iniciacie
chordb réznych orgdnovych systémov, a teda nenaplnenia genetickej predispozicie z
hladiska dizky Zivota pre tzv. civilizaéné choroby.

OCKOVANIE DOSPELYCH A SENIOROV — NOVA ERA VAKCINACIE

Hrubisko M.
Onkologicky ustav sv. Alzbety, Bratislava

Jednou z Uloh mediciny 21. storocia bude vyrovnat sa so starnutim svetovej popu-
lacie, zvlast vo vyspelych krajinach. Popri kardiovaskularnych, onkologickych ¢i cho-
robach pohybového aparatu treba riesit aj infekénd morbiditu a mortalitu, ktora sa
po 50 roku Zivota vyznamne zvysuje. V tejto suvislosti sa vynara vyznam ockovania
dospelej populacie. V prispevku priblizujeme ockovanie proti herpesu zoster, ktory sa
stdva preventabilnou chorobu a ockovanie proti ludskym papilémavirusom, z ktorych
mnohé maju vyrazny proonkogénny potencial. Ockovanie ako prevencia rakoviny je
novou a perspektivnou oblastou mediciny.

Klucové slova: ockovanie, herpes zoster, [udské papildmavirusy.
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INTERLEUKIN 2 V LIECBE AUTOIMUNITNYCH CHOROB

Buc M.
Imunologicky ustav LFUK, Bratislava

Viaceré autoimunitné choroby sa vyznacuju tym, Ze je pri nich nedostatoc¢ny pocet
alebo nedostatocna aktivita regulacnych T-lymfocytov. Z uvedeného vyplyva, Ze ak by
sa podporila ich aktivita, doslo by aj k utlmu alebo aj Uplnému zastaveniu autoimu-
nitnych procesov. Zatial vSak neexistuje pripravok, ktory by zvySoval aktivitu nTreg-
lymfocytov. Na druhej strane vsak pribudli poznatky o biologickej funkcii regulac¢nych
T-lymfocytov, z ktorych vyplynulo, Ze interleukin 2 je principialnym faktorom, ktory
zabezpecuje ich prezivanie na periférii a tak umoznuje, aby presadzovali svoju imu-
nosupresivnu funkciu. Navyse nTreg-lymfocyty odpovedaju na IL-2 vo velmi nizkych
koncentraciach. Uvedena vlastnost nTreg-lymfocytov priviedla vedeckych a klinickych
pracovnikov na myslienku vyuZit nizkodavkové podavanie interleukinu 2 v lie¢be nie-
ktorych autoimunitnych chorob. Predbezné vysledky su velmi nadejné, a tak docha-
dza k dalSiemu rozsireniu spektra disponibilnych biologik.

Kltcové slova: autoimunitné choroby, IL-2, IL-2 receptor, nTreg-lymfocyty

NUKLEOVE KYSELINY AKO BIOLOGIKA: RENESANCIA ALEBO NOVY TREND?

Filip¢ik P., Fecik M., Cente M., Novak M.
Neuroimunologicky ustav SAV, Dubravskd cesta 9, Bratislava

Biologika na baze nukleovych kyselin si predmetom experimentalneho vyskumu
uz velmi dlhd dobu. Prva oficidlne povolend a Uspesna génova terapia bola vykonana
takmer presne pred Strvrtstoro¢im (14. septembra 1990) a iSlo o lieCbu syndromu
tazkej kombinovanej imunodeficiencie. AvSak po prvotnej euférii doslo nasledkom
niekolkych experimentov s tragickym koncom k zdkazu klinického testovania génovej
terapie. Explozivny vyvoj technoldgii z konca minulého a zaciatku dvadsiatehoprvého
storocia vSak predznamenal jej ndvrat.

Jednym zo zdkladnych milnikov tohoto vyvoja bolo uvedenie novej generacie
sekvenovania nukleovych kyselin, zniZzenie nakladov a skratenie ¢asu potrebného
na osekvenovanie celého fudského gendmu na prijatelnt troveri. Daléim prelomom
bolo objavenie novych spésobov editovania genédmu pomocou nukleoproteinov ale-
bo génovo Specifickej sekvencie pomerne kratkych oligonukleotidov a s nimi aso-
ciovanych nukleaz [1], ako aj vyvinutie bezpecnych systémov na prenos genetickej
informacie do réznych typov deliacich sa i nedeliacich sa buniek [2]. Vyvoj vsak iSiel
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este dalej, mozno az za hranice, ktoré by nemali byt prekrocené, a na jar v roku 2015
bolo po prvykrat v histérii publikované editovanie ludskej zarodocnej linie [3,4].

V tomto prispevku sa zaoberame popisom a analyzou sucasnej situdcie v oblas-
ti novovzniknutych experimentalnych moznosti molekularneho editovania [udského
gendmu. Predpokladdame, Ze je velmi dolezité poukazat na skutocnost, Ze technic-
ké vydobytky a pokroky v molekularnej bioldgii nds posunuli na hranicu moZnos-
ti, kde najpodstatnejsim nebude technologicky pokrok, ale eticky rozmer vyko-
navanych experimentov v laboratériach zakladného vyskumu a v klinickej praxi.
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IMUNOTERAPIA ALZHEIMEROVEJ CHOROBY

!Michal Novak, ‘Eva Kontsekova, Norbert Zilka,
L2Branislav Kovaéech, Petr Novak
1 AXON Neuroscience, Dvordkovo ndbreZie 10, 811 02, Bratislava
2 Neuroimunologicky ustav SAV, 84510, Bratislava

Abstrakt

V priebehu niekolkoro¢ného vyskumu sme identifikovali Specifické Casti
molekuly tau proteinu, ktoré su esencidlne pre regulaciu patologicke] inte-
rakcie s inymi molekulami tau. Objavili sme ich pomocou monoklonalnej pro-
tilatky DC8ES8 a ukdzali sme, Ze su novym a originalnym cieflom pre terapiu
Alzheimerovej choroby (demencia Alzheimerovho typu, DAT). Stéasne sme
vyvinuli aktivnu vakcinu AADvacl, pomocou ktorej sme overili spravnost po-
vodne] hypotézy a dolezitosti tejto Casti molekuly tau pre patogenézu DAT.
Efektivnost vakciny bola otestovana na potkariom modeli fudskych tauopa-
tii. Toxikologické a bezpecnostné Studie vakciny boli vykonané na niekolkych
druhoch experimentalnych zvierat. Nase vysledky ukazali, Ze vakcina vedie
k indukcii robustnej protektivne]j protilatkovej imunitnej odpovede indukujuic
tvorbu protilatok schopnych diskriminovat fyziologickt a patologickd formu
proteinu tau. Aktivna imunoterapia sp6sobila redukciu hladiny oligomérneho
tau proteinu, ako aj rozsah neurofibrildrnej patoldgie v mozgu transgénnych
zvierat. Hyperfosforyldcia tau proteinu bola redukovana o 95%. Klinicky feno-
typ zvierat bol taktiez vylep$eny. Zdverom mozno konstatovat, ze aktivna vak-
cinacia viedla k elimindcii agregdcie tau proteinu a neurofibrildarnej patoldgie.
Aktivna imunizacia viedla k odstraneniu vsetkych hlavnych znakov neurofibri-
l[arnej patoldgie ¢o sa odrazilo na vyznamnom zlep3eni klinického stavu imu-
nizovanych transgénnych zvierat. Vakcina ma velmi dobry bezpecénostny profil
v preklinickych Studiach, a to z nej robi atraktivneho kandidata pre poutzitie
v profilaxii DAT. Vakcina uZz UspeSne absolvovala I. fazu klinického testovania
pod menom AADvacl.

Kltcové slova: Alzheimerova choroba, tau protein, anti-tau vakcina, aktiv-
na imunoterapia, neurofibrilarne klbka
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Uvod

V priebehu Alzheimerovej choroby dochadza v mozgu pacienta k Sireniu
patoldgie, Co postupne znefunkcnuje zasiahnuté oblasti a vedie k poklesu kog-
nitivnych funkcii. Priestorova distriblcia a velkost neurofibrilarnych Iézii vel-
mi dobre koreluju s kognitivnym poskodenim a atrofiou mozgu pozorovanou
u pacientov s DAT [1-3]. V situdcii, ked neexistuje efektivna terapia a populacia
postupne starne, pocet pacientov prudko narastd. V dneSnom svete je viac ako
30 miliénov ludi postihnutych demenciou a prepoklada sa, Ze pocet pacientov
do roku 2050 stupne na 100 milidnov [4]. Sucasnafarmakologicka liecba je
zaloZena na podavani inhibitorov acetylcholinesterdzy a umoznuje potlacenie
symptémov na priblizne 12 mesiacov [5], avSak nezastavuje progresiu ocho-
renia. Je dolezité si uvedomit, Ze Ziadny novy liek proti DAT nebol uvedeny na
trh uz takmer 17 rokov. Aj z tohoto dévodu existuje obrovsky dopyt pre vyvoj
chorobu modifikujucich lieciv pre DAT, teda takych, ktoré by mohli zmiernit
alebo dokonca zvratit neurodegenerativny proces tym, Ze zasahuju hlavnu pri-
¢inu ochorenia — ako je neurofibrilarna patoldgia.

Koncept imunoterapie ziskal silnd poziciu v oblasti liecby DAT [6]. Dote-
raz boli imunoterapeutické pristupy testované v klinickych stadiach s cielom
pbsobit proti amyloidovej patoldgii, a tym zlepsit kognitivhe parametre [7].
Napriek tomu, Ze aktivna aj pasivna imunizacia proti beta-amyloidu (B-A4),
bola schopna vycistit mozgové plaky a zlepsit kognitivhu vykonnost v pocet-
nych studidch na mysich modeloch [8], klinické Studie niekolkych imunote-
rapeutik zameranych na B-A4 ukazali mald alebo Ziadnu kognitivnu Uc¢innost
[6]. Preto sa teraz velkd pozornost zameriava na imunoterapiu zacielenu na
tau protein [9-12]. Niekolko nezavislych studii na experimentalnych mode-
loch ukazalo, Ze aktivna a pasivna imunizdcia proti tau bola Uc¢inna a znizovala
zataz mozgu sposobenu neurofibrilarnymi klbkami (NTFs), viedla k spomale-
niu progresie behaviordlneho fenotypu alebo k oddialeniu nastupu motoric-
kych defektov ako aj nastupu chudnutia v mysich modeloch neurofibrilarnej
patoldgie [13-19].

V sucasnosti navrhované anti-tau imunoterapeutické pristupy su selektivne
zacielené na jednotlivé fosforylované epitopy tau ako napriklad fosfo-Ser396 /
fosfo-Ser404 [13, 14, 16], fosfo-Thr231 / fosfo-Ser235 [20] alebo fosfo-Ser422
[19]. Avsak, tau je fosfoprotein, ktory obsahuje 85 moznych serin, treonin a ty-
rozin-fosforylacnych miest. Hmotnostna spektrometricka analyza v kombinacii
s Edmanovou sekvenaciou a Specifickou reaktivitou protilatok ukazala, Ze v nor-
malnom mozgu moze byt detekovanych takmer 10 fosforyla¢nych miest na tau
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proteine (Ser46, Thr181, Ser199, Ser-202, Thr-231, Ser-404, Ser412 / Ser413 /
Thr414, Ser416), kym v mozgu pacientov s DAT to je priblizne 45 fosforylacnych
miest [21, 22]. Tieto vysledky naznacuju, Ze niektoré z fosforylacnych miest,
na ktoré su zacielené spominané imunoterapie su pritomné aj u zdravych ludi.
Toto zistenie vyvoldva obavy o bezpecnost vakcin Specializovanych na fosfoepi-
topy tau proteinu. Na druhej strane, tieto terapeutické pristupy su selektivne
zacielené iba na jeden alebo dva z celkového mnoZstva 45 identifikovanych fo-
sfoepitopov v mozgu pacientov s DAT. Okrem toho plati, Ze funkény vyznam
cielovych fosfoepitopov je zatial stale nejasny. Rovnako nie je zndme, Ci vietky z
patologickych DAT fosfoepitopov su pritomné na rovnakej molekule tau, alebo
Ci sa odlisné poddruhy patologického tau proteinu premietaju do radu réznych
fosforylacnych vzorcov. Na zaklade tychto obmedzeni mozno predpokladat, Ze
uéinnad imunoterapia proti chorej forme tau by mala byt zamerana na spolo¢-
ného menovatela chorého tau protedmu — teda na zranitelnu oblast na tau
zodpovednu za jeho oligomerizaciu, a to nezavisle od jej roznych fosforylacnych
vzorcov. Preto sme zamerali nd$ imunoterapeuticky pristup na Strukturne fak-
tory potrebné pre patologicku intermolekuldrnu tau-tau interakciu s Umyslom
zabranit tau hyperfosforylacii, oligomerizacii a naslednému rozvoju neurofibri-
larnej degeneracie prave prostrednictvom blokovania klticovych oblasti regulu-
jucich tato interakciu.

Vysledky

Aktivna vakcina (tau peptid) obsahuje strukturalne determinanty na prote-
ine tau, ktoré su nevyhnutné pre jeho patologické interakcie a indukuje tvorbu
protilatok, rozpoznavajucich patologickd formu tau

Monoklondlna protilatka DC8E8 rozpoznava motiv HVPGGG, ktory je klu-
Covy pre reguldciu patologickej medzimolekulovej interakcie tau proteinu.
Tento motiv je preto vhodnym cielom pre terapiu Alzheimerovej choroby a
inych tauopatii. Vychddzajuc z tohto predpokladu, skonstruovali sme aktiv-
nu peptidickd vakcinu ako konjugat peptidu 294KDNIKHVPGGGS305 a nosica
(KLH), pricom na konjugaciu sluzil cystein dizajnovany na N-koniec tau pepti-
du. Jedna davka vakciny obsahovala 100 pg konjugatu.

Transgénne potkany linie SHR72 boli imunizované piatimi davkami pripra-
venej aktivnej tau-vakciny, Imunizacia zacala u dva mesiace starych potkanov,
pokracovala po troch tyzdrioch od prvej aplikacie, a dalej v mesacnych inter-
valoch. Po skonéeni experimentu, v 6,5 mesiaci Zivota, bola transgénnym zvie-
ratdm odobratd krv zo srdcovej komory. Specifické anti-tau protilatky v imun-
nom sére boli kvantifikované pomocou nepriamej ELISA proti syntetickému
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tau peptidu 294KDNIKHVPGGGS305, dalej proti skratenému tau 151-391/4R
a najdlhsej tau izoforme 2N4R. Vakcina vyvolala silnd Specificki odpoved'
u imunizovanych zvierat. Zatial ¢o kontrolné séra zvierat imunizovanych sa-
mostatne iba adjuvantom nevykazovali Ziadnu Specificku reaktivitu, geomet-
rické priemery titrov (GMT) zvierat imunizovanych tau vakcinou vykazovali vy-
soku reaktivitu voci tau peptidu (21 000) a skratenému tau (15 000). Je pozo-
ruhodné, Ze titre voci najdlhsej izoforme tau (4 000) boli v priemere priblizne
patkrat nizsie, ako voci skratenému tau alebo tau peptidu. Tento rozdiel bol
Statisticky vyznamny s p=0,0039 pre tau peptid a p=0,0355 pre skratené tau.
Mozno konstatovat, Ze vakcindacia konjugatom tau peptidu indukuje protilatky
Specificky zacielené proti skratenému tau, a tak rozliSuje medzi fyziologickou
a patologickou formou tau proteinu.

Na stanovenie izotypového profilu Specifickych protilatok indukovanych
vakcindciou konjugdtom tau peptidu boli sériové riedenia imiUnneho séra
analyzované v ELISA naviazanim na skrateny tau protein a identifikované an-
ti-izotypovymmi sekundarnymi protilatkami. V iminnom sére boli pritomné
v najvacsom mnozstve Specifické protilatky triedy 1gG1, o znamena prevla-
dajuci Th2 typ imunitnej odpovede. Naopak, IgM protilatky boli pritomné iba
v malom mnoistve.

Aktivna vakcinacia indukovala terapeutické mechanizmy, ktoré sa prejavili
vo forme niekolkych fenoménov:

1. Vyrazné znizenie oligomerizacie a patologicke]j fosforylacie tau proteinu

2. ZniZenie zastUpenia transgénnych potkanov s plne rozvinutou neuro-

fibrildarnou patoldgiou

3. Zlepsenie senzomotorickych funkcii transgénnych potkanov (stanovené

podla série testov vyskumu spravania — NeuroScale)

4. Vakcinaciou generovand potkania protilatka, rozpozndva neurofibrilar-

nu degeneraciu v mozgu pacientov s DAT

5. Aktivna vakcina (tau peptid AADvacl) ma priaznivy bezpecnostny profil

a je dobre tolerovana vo vsetkych toxikologickych testoch a Studiach
bezpecnostnej farmakoldgie, ktoré s rnou boli vykonané

Okrem tychto vlastnosti neboli u nej zistené Ziadne ucinky toxikologického
vyznamu pri klinickom pozorovani, hematologickom vySetreni a biochemic-
kom vysetreni krvi. Taktiez koagulacné analyzy, rozbor mocu, pitva, histopa-
tologické analyzy CNS a kardiorespiracného systému neukazali Ziadne znaky
toxicity. Podobne ako aj iné vakciny obsahujuce hydroxid hlinity ako adjuvans,
subkutanne podanie indukovalo vznik reverzibilnych podkoznych hréiek.
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Diskusia

Neurofibrilarna patoldgia vyvolana patologicky pozmenenym tau prote-
inom priamo koreluje so stupfiom kognitivheho poskodenia pri demencii Al-
zheimerovho typu [1, 3, 29]. V nedavnej minulosti sme zaznamenali niekolko
terapeutickych pristupov zameranych na zablokovanie tau kaskady pri neu-
rodegeneracii. Viaceré timy potvrdili, Ze aktivna alebo pasivna imunoterapia
zacielend na tau protein méze znizit jeho hyperfosforylaciu, inhibovat tvorbu
oligomérov a znizovat rozsah neurofibrilarnej patoldgie [13-16, 18, 19]. Avsak
az doteraz ziadny imunoterapeuticky pristup cieleny na tau protein nepresiel
do klinického vyskumu. V nasej praci po prvykrat prindasame predklinicku cha-
rakterizaciu aktivnej tau vakciny, ktord je predmetom klinického skisania na
[udskych pacientoch. Aktivna vakcina AADvacl bola testovana v prvej faze kli-
nického skdsania (www.clinicaltrials.gov, NCT01850238 and NCT02031198).

Nevyhnutnym predpokladom vyvoja vakciny AADvacl bola identifikacia
oblasti tau proteinu, ktora priamo ovplyvnuje jeho patologickd konformaciu
a agregaciu [23]. Sekvencia tejto regulujucej oblasti bola nasledne optima-
lizovana a poufZitd pri syntéze aktivnej vakciny zacielenej proti tauopatiam.
Na zvySenie imunitnej odpovede bol vysledny tau peptid kovalentne spojeny
s nosicovym proteinom KLH. KedZe predchadzajuce skusky aktivnej imunizacie
cielenej proti amyloid beta peptidu boli bohuzial sprevadzané vaznymi vedlaj-
Simi ucinkami sposobenymi neziadldcou Thl imunitnou odpovedou [32, 33],
nasu tau vakcinu sme navrhli tak, aby bunkovy komponent imunitnej odpove-
de bol aktivovany vyhradne sekvenciami cudzorodymi ludskému organizmu,
pochadzajucimi z nosi¢ového proteinu (KLH). Dalej sme pouzili adjuvantn lat-
ku Specificky napomadhajicu Th2 imunitnej odpovedi [34]. Vakcina AADvacl
teda obsahuje B-bunkové epitopy odvodené zo sekvencie tau proteinu a epi-
topy pomocnych T-lymfocytov odvodené vyhradne z nosicového proteinu,
v kombindcii s Th2-stimulacnym ucéinkom adjuvantu. Th2 humoralna imunitna
odpoved vakciny bude zacielend vyhradne voci pozmenenému tau proteinu.

Vakcina AADvacl vyvolava u imunizovanych zvierat robustnu tvorbu Spe-
cifickych protilatok, ktoré si namierené voci patologickému tau proteinu. Ok-
rem toho, imunitna odpoved na aktivnhu vakcinu je posunutd smerom k Th2
fenotypu, ¢o podciarkuje jej bezpecnost. Celkovo nase vysledky ukazuju vel-
mi priaznivy bezpecnostny profil prezentovanej vakciny, ¢o bolo potvrdené aj
podrobnymi toxikologickymi Stddiami.

Prehlad literatlry so zameranim na korelaciu AD neuropatologickych zmien
s kognitivnymi poruchami jasne ukazal, Ze zavaznost kognitivnych portch naj-
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lepsie koreluje so zatazou spésobenou neokortikadlnymi neurofibrilarnymi klb-
kami (NFT) [3]. Okrem toho pocet NFT koreluje aj s trvanim ochorenia, o
podporuje myslienku progresivnej akumulacie tau patoldgie. Nedavna Studia
ukazala, Ze NFT koreluje s dobou trvania ochorenia v typickych aj atypickych
pripadoch DAT, ¢o naznacuje, Ze distriblcia tau patoldgie v r6znych oblastiach
mozgu urcuje Specificky klinicky obraz demencie [2]. Okrem toho bolo zistené,
Ze tau patoldgia je Casto pritomna aj v podkorovych jadrach mozgu [35], a Ze
motorické zmeny umoZznuju predvidat kognitivne a funkéné zmeny ako aj na-
stup a mortalitu u Alzheimerovej choroby [36].

Na nasom pracovisku sme uZ v minulosti ukazali, Ze tau patoldgia je dis-
tribuovanad v niekolkych oblastiach mozgu ,tau transgénnych” potkanov, vra-
tane predného mozgu a podkdérnych oblastiach podobne, ako je to v pripade
DAT [24, 27, 37]. Podobne ako u AD, aj v tomto pripade distribucia patoldgie
v mozgu urcuje klinicky vysledok. Meranim pomocou série Specifickych testov
sme zistili, Ze transgénne potkany trpia neurobehavioralnym poskodenim [26,
38]. Zaujimavé je, Ze aktivna imunizacia transgénnych potkanov s vakcinou tau
peptidu ukazala terapeuticky ucinok na niekolkych urovniach. Po prvé, vakci-
na efektivne modifikovala progresiu ochorenia, a to tak, Ze zniZovala mnozstvo
tau oligomérov, ktoré su hlavnymi patologickymi znakmi DAT, a ktoré dob-
re koreluju s klinickym vysledkom. ZniZila mnoZstvo skorych (oligomérnych)
a neskorych (PHF) prejavov tau patolégie, ¢im sa zlepsil zdravotny stav trans-
génnych potkanov. Po druhé, imunizdcia viedla k vyznamnému poklesu pa-
tologickej fosforylacie tau proteinu na niekolkych fosfoepitopoch suvisiacich
s DAT, ako napriklad pThr181, Ser202, pThr205, pThr217 a pThr231. Je délezi-
té poznamenat, Ze vo vacsine doteraz publikovanych stadii predklinické vakci-
ny voci tau proteinu ukdzali zniZenie fosforyldcie tau v transgénnych mysiach
mozgov hlavne na tych epitopoch, ktoré boli siéastou pévodného imunogénu
[13, 18, 19]. Na rozdiel od tychto studii, nasa imunoterapia je zamerand na
velmi skoré stadium tau oligomerizacie, ktoré predchadza tau hyperfosforyla-
cii, ¢im odstranuje tzv. ,misdisordered tau“, ktory je substratom pre hyperfo-
sforylaciu. To je v stlade s predstavou, Ze liecba DAT by nemala byt zamerana
iba na jeden alebo dva fosfoepitopy, predovsetkym pre vyraznu réznorodost
fosfo-tau v mozgu pacientov s DAT, ktoré sa zucastnuju na oligomerizacii tau.

Bolo zistené, Ze u mysi méze aktivna imunizacia zlepsit r6zne neurobeha-
vioralne parametre. Ockovanie voci tau zlepsSuje nielen motorické schopnosti,
[13] ale zlepsuje aj kratkodobu pamat [19]. V nasej Studii sme testovali Ucin-
nost peptidovej vakciny proti tau pomocou tzv. ,NeuroScale” teda pomocou
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batérie behavioralnych testov, predstavujlucej novy bodovaci systém pre feno-
typizaciu transgénneho modelu tauopatii u potkanov [26].

Nase vysledky jasne ukazali, Ze vakcinacia zlepsila senzorimotorické posko-
denie transgénnych potkanov.V neposlednom rade je doleZité si uvedomit, Ze
ockovanie vyvolalo Specifické potkanie protilatky, ktoré boli schopné rozpoz-
nat |ézie tau vratane neurofibrilarnych klbiek a neuropilu v mozgu pacientov
s DAT. Je preto odévodnené ocakavat, Ze indukované protilatky budu vykazo-
vat rovnaky vzorec terapeutickej aktivity aj u pacientov s DAT.

Zdver

V tejto studii sme detailne charakterizovali novy typ aktivnej vakciny voci
tau proteinu. Preukdazali sme, Ze sa vakcina je (a) imunogénna - indukuje sil-
nu protilatkovu odpoved; (b) Specifickda — ma len jedno antigénne miesto na
tau; (c) selektivna - rozliSuje medzi patologickym a fyziologickym tau; (d) bez-
pecnd — T bunkové epitopy su odvodené vyhradne z nosného proteinu (KLH)
a imunitna odpoved' je posunutd na stranu Th2 fenotypu; (e) terapeuticky
ucinnd - redukuje patologicku fosforylaciu tau proteinu a zniZuje mnoZstvo
patologickych oligomérov tau a sucasne zlepsuje neurobehavioralne paramet-
re imunizovanych zvierat. Aktivna vakcina voci tau, AADvacl, odvodena podla
peptidu 294KDNIKHVPGGGS305, po uspesnych vysledkoch toxikologickych
testoch a priaznivych vysledkoch studii bezpecnostnej farmakoldgie, uz ukon-
Cila I. fazu klinickych testov.

Skratky

DAT: demencia Alzheimerovho typu; AB: amyloid beta peptide; KLH: ke-
yhole limpet hemocyanin; NFT: neurofibrillary tangle; PBS: fosfatom timeny
fyziologicky roztok; ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay; PHF: paired
helical filaments
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IMUNOTERAPEUTIKA PRE LIECBU
NEURODEGENERATIVNYCH OCHORENI

Petr Novak
1AXON Neuroscience, Dvordkovo ndbreZie 10, 811 02, Bratislava
2 Neuroimunologicky ustav SAV, 84510, Bratislava

Uvod

Alzheimerova choroba je multifaktordlnym ochorenim; v jej priebehu do-
chadza ku akumulacii neurofibrildrnej patolégie pozostavajucej z proteinu tau,
sprievodnému neurozapalu, ubytku synapsi a ukladaniu amyloidu-3 do pla-
kov [1, 2]. Nasledne mozZno pozorovat atrofiu mozgového tkaniva a kognitivny
Upadok.

V priebehu ochorenia dochddza k postupnému Sireniu patologickych zmien
tau proteinu mozgom; tento postup napreduje v charakteristickych defino-
vanych stadiach [3]. Postihnutie mozgovych oblasti sa odzrkadluje v deficite
kognitivnych funkcii, za ktoré je dand oblast zodpovedna — napriklad skoré
a vyrazné zahltenie hipokampu tau patoldgiou sa premieta do rovnako sko-
rého a vyrazného postihnutia paméatovych funkcii [4]. V ramci postihnutych
mozgovych oblasti Alzheimerova choroba napada Specifické neuronalne siete,
¢o vedie k charakteristickym deficitom neurotransmiterov, napriklad vyrazné-
mu deficitu cholinergickej inervécie postihujucemu viac-menej cely telencep-
halon [1, 5].

Komplexnost neuropatoldgie viedla nutne ku vzniku viacerych hypotéz
o pric¢inach vzniku Alzheimerovej choroby, ktoré v sucasnosti koexistuju. Na
zaklade tychto hypotéz takisto prebieha viacero subeznych prddov vyskumu
(zakladného i klinického).

Vyvoj pochopenia ochorenia tiez viedol k vyvinu hypotéz, od monofakto-
ralnych po multifaktordlne, snazZiace sa zahrnut viacero z menovanych neu-
ropatologickych aspektov do modelov.

Cholinergicka hypotéza

Uvedomenie, ze podkladom akéhokolvek kognitivheho Upadku v séniu su
patologické procesy v mozgu viedlo k odhaleniu redlnej prevalencie Alzheime-
rovej choroby, predtym ukrytej pod pojmom ,prirodzenej stareckej demen-
cie”. V 70-tych a 80-tych rokoch 20. storocia vznikla cholinergicka hypotéza
Alzheimerovej choroby, majuca za centralny postuldt, Ze kognitivny deficit
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v Alzheimerovej chorobe je sposobeny nedostatkom neurotransmiterov, pres-
nejSie acetylcholinu [6, 7].

Cholinergicky systém nie je primarne zapojeny do patogenézy ochorenia;
je taktieZ obetou neurodegenerativneho procesu v Alzheimerovej chorobe.
Pocas postupu neurofibrilarnej patolégie mozgom je nucleus basalis Meynerti
napadnuty pomerne skoro —uz v 2. ¢i 3. Braakovom $tadiu [1]. Upadok funkcie
tohoto jadra sa sekundarne prejavi nedostatkom cholinergickej inervacie he-
misfér, a tym globalnym zhorSenim kognicie. Blokovanim acetylcholinesterazy
sa zvysi dostupnost acetylcholinu v synapsiach; tento mechanizmus prinasa
kognitivne zlepSenie, kym postupujice patologické zmeny neeliminuju po-
sledné zvysky funkcie tohto cholinergického jadra [7, 8].

Inhibitory acetycholinesterazy su sucastou standardu symptomatickej liec-
by Alzheimerovej choroby. TaktieZ ilustruju dva hlavné prady vyvoja lieciv pre
neurodegenerativne ochorenia — na jednej strane stoja symptomatika, maju-
ce za ciel kompenzovat poskodenie spdsobené chorobou; na druhej lie¢iva za-
merané na zastavenie postupu patologickych zmien ako takych —tzv. chorobu
modifikujuce terapie. Imunoterapeutika sa radia vSseobecne do druhej kategé-
rie, no Uspesna imunoterapia ACh sekundarne povedie takisto ku zachovaniu
cholinergickej funkcie nucleus basalis Meynerti.

Centrdlne hypotézy v Alzheimerovej chorobe: Tau a Amyloid

Viac-menej sucasne vznikli v 80-tych rokoch dve hypotézy o patogenéze
Alzheimerovej choroby — tau hypotéza [9, 10] a amyloidovd hypotéza [11].
Centralnym postuldtom amyloidovej hypotézy je, Zze chybné spracovanie APP
proteinu a vznik amyloidogénnych peptidov bud’ priamo vedie ku poskode-
niu neurdnov, alebo spusta dalSie patologické zmeny — tau patoldgiu a zapal
[12]. Tau hypotéza sa opiera o skuto€nosti, Ze neurofibrildrna patoldgia chro-
nologicky predchadza tvorbe amyloidovej patolégie [1, 4, 13], a jej mnoZstvo
a distribdcia su priamo Umerne kognitivnemu postihnutiu pacienta [14]. Jej
centralnou ideou je, ze dysfunkcia tau proteinu vedie k chorobnym post-
translacnym zmenam (hyperfosforylacii a proteolyze) tejto molekuly [15, 16],
a nasledne k agregacii, toxicite, a Sireniu patoldgie pomocou mechanizmov
podobnym priénom [17-19]; neurozapal a amyloidova patoldgia si vnimané
ako nasledky tau patoldgie [2].

Obidve hypotézy sa zameriavaju na chorobne zmenené proteiny, ktoré
presli post-translacnymi zmenami a tvoria agregaty; je doblezité, ze vdaka zme-
nam konformicie, proteolyze, a funkénym modifikaciam (ako napriklad fosfo-
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rylacii tau proteinu) sa tieto bielkoviny liSia tvarom i nabojom, a tym padom
i Strukturou epitopov od svojich zdravych variant [16, 20]. To ich robi zauji-
mavymi cielmi pre imunoterapiu — imunoterapie, ¢i uz pasivne alebo aktivne,
je mozno velmi presne zacielit na patologické epitopy proteinov, a tym tieto
chorobné varianty vylovit spomedzi ich zdravych naprotivkov.

Vyvoj imunoterapii proti Alzheimerovej chorobe ma sice uz vyse patnast-
ro¢nu histdriu, ale zatial priniesol viac pouceni ako uspechov [7, 21].

Imunoterapie proti amyloidu-3

Intenzivne klinické skd$ania imunoterapii proti amyloidu-B zacali v roku
2001 aktivnou vakcinou AN1972. Tento pripravok vyuzival amyloid-B, ,, ako
imunogén, saponin QS21 ako adjuvans, a polysorbat-80 ako pomocnu latku.
Pouzitie celého proteinu obsahujuceho T-bunkové i B-bunkové epitopy v kom-
binacii s adjuvansom podporujucim imunitnd odpoved typu T 1 viedlo k me-
ningoencefalitide u ca. 6% vakcinovanych pacientov [22]. Poucenie plynuce
z tohto skusania je, Ze je nielen dolezité, aby vakcina efektivne prezentovala
imunitnému systému cielovy epitop, ale i kontrolovat, aké iné epitopy su pre-
zentované, akym spdsobom, a ¢i je pouZity spravny adjuvans, aby imunitny
systém reagoval na vakcinaciu Ziaducim spésobom. Vseobecne je T 2 typ imu-
nitnej odpovede Ziadany ak vakcina mé pésobit pomocou protilétok, a T,1 typ
pri vakcinach proti neoplastickym ochoreniam, a proti intraceluldrnym pato-
génom [23].

Skdsanie pripravku AN1792 vyrazne ovplyvnilo vyvoj imunoterapii proti Al-
zheimerovej chorobe. Za Ucelom vyhnut sa podobnym neziadidcim Gcinkom
boli testované pasivne vakciny (humanizované a od ludskych odvodené mo-
noklonalne a polyklonalne protilatky), aktivne vakciny vyuZivajuce mimotopy
(t.j. peptidy vytvorené za ucelom vyskladania Ziaduceho epitopu bez pouZitia
sekvencie ludského proteinu) a aktivne vakciny pouZivajlce len ¢ast AB prote-
inu ako imunogén [21, 24].

Viaceré z pasivnych imunoterapii proti AR boli testované v klinickych stu-
diach fazy 3, napriklad bapineuzumab a gantenerumab zamerané proti fibri-
[drnemu amyloidu, ¢i solanezumab a crenezumab cieliace na rozpustné a oli-
gomerické formy [7, 25, 26]. Za zmienku stoji, Ze pouzité protilatky sa lisili
¢o sa izotypu tyka. Izotyp vplyva na efektorové funkcie F. domény protilatky,
a urcuje Skalu mechanizmov imunitného systému, ktoré je protildtka schop-
na zapojit do odpovede proti ciefovému antigénu. Vo vSeobecnosti protilatky,
ktoré mali za ciel efektorové funkcie angazovat vyuzivali izotyp 1gG1, kym tie,
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ktorych ucinok mal byt sprostredkovany Cisto vazbou na antigén skor vyuzivali
izotyp 1gG4, ktorého sekundarne efektorové funkcie su podla vsetkého mini-
malne [27, 28].

Mimotopové vakciny zahfnaju napriklad Affitope AD0O2 a ADO03, kratke
peptidy napodobujice nativny AB, ktoré su naviazané na makromolekularne
nosice (keyhole limpet haemocyanin) za icelom zvysSenia imunogenicity tych-
to hapténov .

Rozsiahle predklinické a klinické skusania terapii zaloZenych na amyloido-
vej hypotéze doposial nepriniesli validovany ciel pre terapie Alzheimerovej
choroby ani vytuZzenu liecbu modifikujdcu priebeh ochorenia. Menovite, nie
je potvrdené, Ze by inhibicia alebo modulacia sekretdz — enzymov zodpoved-
nych za produkciu amyloidu-B — ¢i inhibicia tvorby AB-agregatov, alebo po-
uzitie protilatok proti rozlicnym formam amyloidu boli efektivnymi terape-
utickymi stratégiami. Absenciu Ucinnosti skdsanych terapii proti amyloidu-
autori vo vSeobecnosti vysvetluju neskorym zasahom do patogenézy ochore-
nia. Amyloidova hypotéza sa na zaklade spominanych neuspechov pretavila
z tvrdenia, Ze AB priamo sprostredkuje toxicitu, do vnimania tohto proteinu
ako inicidtora ochorenia, proti ktorému treba zasiahnut idedlne v rannych ¢i
predklinickych stadidch ochorenia [7, 29]. Na zdklade tejto zmeny hypotézy
boli spustené rozsiahle studie v rannych fazach ochorenia — napriklad DIAN,
A4, i API.

Imunoterapie proti tau patologii

O desatrocie neskor vstupili do klinickych skudsani imunoterapie proti tau
patoldgii. Patogenéza neurofibrildarnej tau patoldgie prebieha vo viacerych
krokoch, a vedie k rozsiahlym molekuldarnym zmenam tau proteinu. Tato di-
verzita patologickych zmien a mnohopocetnost krokov veducich v kone¢nom
dosledku k dysfunkcii a Uhynu neurdnov je logicky odzrkadlena v mnozstve
potenciadlnych imunologickych terapeutickych pristupov.

V prvom rade ako na pociatku, tak i v priebehu ochorenia dochadza k se-
mindlnym zmenam tau proteinu, pricom dochadza k opakovaniu patologic-
kého cyklu v narastajlucej mierke. Rannymi zmenami su patologické skratenie
(,truncation”) [15, 30], hyperfosforylacia [16] a zmena konformacie molekuly
[31, 32]. Tieto javy su na jednej strane prvym krokom, kde by imunoterapia
mobhla teoreticky zakrocit (napriklad zabranenim pristupu kinaz ¢i kaspaz ku
tau proteinu) [33], ale predovsetkym sliZia ako odlisujuci znak medzi zdravym
a chorym tau proteinom.
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Voci tymto znakom je mozné zacielit imunterapeutikd, no vyzvou zostava
volba spravnych imunologickych determinant. Lakavym cielom su napriklad
fosforylované epitdpy. Tau protein je bielkovinou s jednym z najvyssich pome-
rov fosforylaénych miest v porovnani s dizkou molekuly — obsahuje priblizne
50 potvrdenych a 85 teoreticky moznych fosforylacnych miest na tyrosino-
vych, treoninovych a serinovych reziduach [34]. Zdravy tau protein a tau pro-
tein v Alzheimerovej chorobe sa liSia mnoZstvom fosfatu na molekulu, ako
i fosforylaénym vzorcom [16, 35, 36]. Mnohi autori zamerali svoje imunotera-
peutika vo forme aktivnych a pasivnych vakcin prave proti jednotlivym s ACh
asociovanym fosfo-epitépom [37, 38].

Potencidlne nevyhody imunoterapie proti jednotlivym fosforylacnym
miestam je mozno zhrnut do dvoch kategérii. V prvom rade sa fosfo-epitopy
vratane tych vyuzivanych pre odliSenie patologického a zdravého tau (naprik-
lad pS202/pT205) vyskytuju ako na zdravych tak i na chorych molekuldch tau
proteinu [35]. Co sa li$i je vacsinou kvantitativne zastipenie daného epitépu
v populdcii chorych ¢i zdravych molekul tau. Takisto je pomerne jednoduché
pomocou externych vplyvov (napriklad psychologicky stres ¢i chripka) privodit
prechodnu fosforylaciu tau proteinu na mnohych epitépoch [39], ¢o by mohlo
viest k variabilnému bezpecnostnému profilu tychto lieCiv.

Nemenej déleZitym aspektom je, Ze nebol doposial objaveny Ziaden fosfo-
epitdp, ktory by sa vyskytoval na kazdej jednej patologickej molekule tau. Tym
padom sU monoepitopové imunoterapie proti jednotlivym fosfo-epitdopom
vystavené riziku, Ze minu signifikantnd mnoZinu patologickych tau molekul,
a ako monoterapia budu neefektivne.

V klinickom vyvoji sa v sucasnosti nachadza aktivna i pasivna imunoterapia
proti patologickym fosfo-epitdpom tau proteinu. Za zmienku stoja napriklad
aktivna vakcina ACI-35 (zamerana proti epitdpu pS396/pS404) [40] ¢i pasivna
vakcina RG7345 (proti pS422) [37].

Podstatnou patologickou zmenou, ktoru tau protein v Alzheimerovej
chorobe podstupuje, je proteolyza — Stiepenie veduce ku stratdm dolezitych
funkénych domén, a konformacnej zmene proteinu [15, 30]. Patologické kon-
formdcie tau proteinu vedia nadobudnut érty podobné prionom, a konverto-
vat zdravy tau protein na chorobné varianty; Sirenie patoldgie je podla vset-
kého sprostredkované prestupom tychto prionom podobnych foriem medzi
neuronmi [19].

Niektoré patologické konformdacie a zlomové body su vysoko Specifické
pre patologicky tau protein, a umoZnuju presnu diskriminaciu medzi zdravy-
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mi formami [15, 31, 32, 41]. Prirodzene sa tieto imunologické diskriminanty
nukaju ako ciele pre imunofarmaceutikd, no pri vyvoji terapie je nutno rozli-
Sovat medzi protilatkami, ktoré vazbou na antigén tento neutralizujd, a proti-
latkami, ktoré stabilizuju jeho patologicku konformaciu, a tym umocriuju jeho
priénové vlastnosti [31]. Neutralizacia patologickej tau molekuly méze prebie-
hat cez opsonizaciu a dalsie spracovanie imunitnym systémom, inhibiciu ag-
regdcie alebo cez blokovanie toxicky pésobiacich motivov. Imunoterapeutika
zamerané proti patologickym konformaciam tau proteinu zahtnaju napriklad
aktivnu vakcinu AADvacl; tento pripravok je kombinaciou peptidu nesuceho
patologickld konformacni doménu tau proteinu derivovanu z neurofibrilarnej
patoldgie v ACh, naviazany na keyhole limpet haemocyanin sliziaci ako nosic
tohto hapténu. Hydroxid hlinika sluzi ako adjuvans [42].

Imobilizacia ¢i neutralizacia extracelularnych tau fibril je taktiez sflubnym
terapeutickym mechanizmom, kedZe by tym bolo zabranené postupu tau pa-
tolégie do zdravych neurdnov [43].

Tau protein v ACh dalej mbézZe byt acetylovany, glykovany, glykosylovany,
nitrovany, O-GlcNA-cylovany i ubiquitinovany, ¢o dava dalsi priestor pre hla-
danie imunologickych determinant vhodnych ako ciele pre imunoterapiu [17,
44]. Agregdcia tau proteinu do oligomérov, fibril, a parovych Spiradlovych vla-
kien takisto vytvdra podmienky pre vznik epitépov zahfnajucich viaceré mo-
lekuly tau proteinu [45]. Imunoterapia tym padom mézZe byt zacielend proti
rannym formam patologického tau, ¢i Specificky proti zrelSim agregatom.

Prekrytie posobnosti jednotlivych anti-tau imunoterapii je pravdepodobné
— ta istd molekula patologického tau proteinu mdZe naraz obsahovat naprik-
lad pocetné fosfo-epitdpy, dva patologické zlomy, a niekolko konformacnych
domén. Vyskum koexistencie tychto zmien je zdkladnym predpokladom pre
vyvoj kombinaénych anti-tau imunoterapii a polyvalentnych vakcin.

Dal$im déleZitym bodom anti-tau imunoterapif je vyhodnotenie ich pouzi-
telhosti nielen v ACh, ale i v spriaznenych tauopatiach, ochoreniach vykazuju-
cich rozlicné druhy tau patolégie. V idedlnom pripade by Ucinné imunoterape-
utikum pre ACh prinieslo Uzitok i pacientom tychto individualne zriedkavych
ochoreni, ktoré v ale sucte sposobuju signifikantny pocet pripadov demencie.
Medzi potencidlne ovplyvnitelné ochorenia sa rataju napriklad progresivna
supranukledrna paréza, kortikobazalna degeneracia, primarne progresivne
afazie, Pickova choroba, frontotempordlna demencia, chronickd traumaticka
encefalopatia, a mnohé dalsie [46].

Pre imunoterapie pdsobiace na patologicky tau protein a neurofibrilarnu
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patoldgiu je, okrem spravnej volby cielového epitopu / epitdpoy, takisto nut-
na obozretnost ¢o sa tyka vyhnutia sa Skodlivej bunkovej odpovede na anti-
gén, spravna volba nosic¢a pre haptény, adjuvansu, a spésobu podania. Aktiv-
ne imunoterapie sa stretdvaju s tymi istymi vyzvami ako iné vakciny — volbou
davky antigénu, davky adjuvansu, davkovacieho rezimu, cielovej populacie,
a metdd pre odcitanie farmakodynamiky [47]. Istou vyzvou je tiez imunose-
nescencia Casta v cielovej populdcii [48]. Pasivne vakciny sa naopak stretavaju
s nutnostou dlhodobo udrZovat hladinu protilatok u pacienta, ako i so neZia-
ducou imunogénnostou podavanej protilatky, ktord moze viest k jej precipita-
cii ¢i inaktivacii, ¢im dochadza ku strate ucinku [49].

Prva generacia imunoterapii proti tau proteinovej patoldgii sa v sucasnosti
nachadza v predklinickom vyvoji ¢i prvej faze klinického skdsania. Vysledky
tychto pociatoénych skusani bezpecnosti sa daju ocakavat v najblizsich ro-
koch. Klinické skusania ucinnosti tychto lieciv (a, vo vSeobecnosti, i akychkol-
vek inych lieciv snaZiacich sa o spomalenie Ci zastavenie priebehu ACh) budu
vyZadovat dlhodobé klinické pozorovania na pocéetnych populdcidch pacien-
tov [7, 50, 51].

Suhrn

Druha generacia anti-amyloidovych a prva generacia anti-tau imunoterapii
sa nachddza v klinickom skusani. Subeine s vyvojom tychto lieiv prebieha
vyvoj metodoldgie — biochemickych a radiologickych biomarkerov, klinickych
a neuropsychologickych testov, a tieZz samotnej metodoldgie klinického sku-
Sania v chronicky progresivnych neurodegenerativnych ochoreniach, ktora si
vyZaduje jedinecny pristup. Poucenia plynuce zo suc¢asného stavu tejto oblasti
vyskumu poukazuju na nutnost dalSieho zakladného vyskumu pévodu ACh,
a mechanizmov patogenézy tohto ochorenia. Takisto poukazuji na nutnost
kritickej interpretacie dat zo zvieracich modelov, a prehodnotenie, nakolko
verne ktory zvieraci model replikuje dianie v mozgu pacienta, a ¢i je schopny
vypovedat o potencidli i¢innosti daného lieciva u ludi.

Vdaka diverzite rozlicnych terapii skimanych pre lie¢bu ACh sa daju v naj-
blizsich rokoch ocakavat bohaté poznatky o patologickych mechanizmoch
ochorenia, a o pésobeni imunoterapie na proteinopdtie CNS. V kone¢nom do6-
sledku je ale pre pretavenie hypotéz do tedrie Alzheimerovej choroby nutné
aspon jedno uspesné chorobu modifikujuce lie¢ivo, ktoré by empiricky po-
tvrdilo spravnost pouzitych metodik a hypotéz, na ktorych je zalozené, a tym
posobilo ako priekopnik pre optimalizované terapie dalSich generacii.
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Abstrakt

Prirodzene neusporiadany protein tau zohrdva ulohu v patogenéze demen-
cia Alzheimerového typu (DAT). Kinetika interakcii prirodzene neusporiada-
nych proteinov sa liSi od kinetiky interakcii Struktirovanych proteinov a nie
je este dokladne preskimana. Preto sme sa v tejto praci zamerali na meranie
interakcie protilatky DC39C s epitopom na C-konci tau molekuly s tau izofor-
mami a s formami tau proteinu skracovanymi od N-konca.

Uvod

Protein tau je typickym predstavitelom prirodzene neusporiadanych pro-
teinov (PNP), ktoré za fyziologickych podmienok nenadobudaju pevnu troj-
rozmernu Strukturu, ale osciluju medzi roznymi konformdaciami. PNP su hojne
zastupené v prirode, prevazne u eukaryotickych organizmov, pricom u 50%
proteinov fudského protedému sa predpoklada vyskyt dlhych (viac ako 30
aminokyselin) nesporiadanych segmentov (Oates et al., 2013). Po interakcii
s vdazobnym partnerom su prirodzene neusporiadané proteiny schopné na-
dobudnut pevnu struktiru, aj ked niektoré PNP prendas$aju isti mieru neuspo-
riadanosti aj do komplexu (Tompa and Fuxreiter, 2008). Predpoklada sa, Ze
PNP su v porovnani so Struktirovanymi proteinmi schopné vacsej moduldcie
kinetickych rychlostnych konstant interakcie (vyssie hodnoty asociacnej a di-
sociacnej konstanty k_a k) pre zabezpelenie optimalnej afinity (Zhou, 2012).

Tau prindlezi medzi proteiny asociované s mikrotubulmi. Alternativnym zo-
strihom MAPT génu vznika v CNS 6 izoforiem tau proteinu, ktoré sa liSia zastu-
penim N-koncovych insertov (Ziadny, jeden alebo dva) a pritomnostou troch
(3R izoformy) alebo styroch (4R izoformy) mikrotubuly viaZucich repetitivnych
oblasti (Goedert et al., 1989). Najdlhsia izoforma tau proteinu pritomnd v CNS
Cloveka obsahuje 441 aminokyselinovych zvySkov. V molekule tau proteinu
mézeme identifikovat prevazne kysld N-koncovi doménu nasledovanu bazic-
kou prolinovou doménou. Za fiou sa zac¢inaju mikrotubuly viazuce repetitivne
oblasti a molekula kon¢i C-koncovou doménou obsahujicou kyslé aj bazické
aminokyselinové zvysky.
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Spoznanie atémovej Struktdry a interakénych vlastnosti tau proteinu moze
napomaoct pri objasfiovani zakladnych otadzok patogenézy DAT a inych taopatii.
Medzi oblasti, na ktoré je potrebné upriamit pozornost, patri osobitne jeho
C-koncova doména, kedZe sa zistilo, Ze vyznamne inhibuje agregdciu tau pro-
teinu do amyloidovych Struktur (Abraha et al., 2000; Gamblin et al., 2003).
Pomocou NMR merani v roztoku bola pre aminokyseliny “2LADEVSASLA*’
C-koncovej domény tau proteinu zistend preferencia nadobudat a-helikalnu
Strukturu (Mukrasch et al., 2009; Schwalbe et al., 2014) a tento Usek bol me-
tédou phage display zaroven urceny ako jedno z miest na molekule tau prote-
inu, ktoré zohrava Ulohu pri vazbe tau na mikrotubuly (Cao & Mao, 2009). Pro-
tilatky Specifické proti fosforylovanym aminokyselindm v C-koncovej doméne
tau proteinu (pS396, pS404, pS409, pS413, pS422) sa v sucasnosti testuju ako
mozné biologické lieky pre terapiu DAT (Pedersen and Sigurdsson, 2015).

V nasej praci sme sa zamerali na meranie interakcie protilatky DC39C s epi-
topom na C-konci tau molekuly s tau izoformami a s formami tau proteinu
skracovanymi od N-konca.

Metody

Rekombinantné tau proteiny boli exprimované v E.Coli a purifikované
z bakteridlneho lyzatu pomocou idnomenicovej a gélovej chromatografie
(Csokova et al., 2004). Ich koncentracia bola stanovena meranim absorbancie
pri 205 nm s absorbénym koeficientom odvodenym z aminokyselinovej sek-
vencie charakterizovaného proteinu (Anthis and Clore, 2013). Fab fragment
monokldonovej protildtky DC39C bol pripraveny papainovym Stiepenim mo-
lekuly protilatky a naslednou purifikaciou Stiepnej zmesi pomocou afinitnej
a gélovej chromatografie (Cehlar et al., 2012).

Interakcia Fab fragmentu protilatky s tau proteinmi bola monitorovana me-
tédou rezonancie povrchového plazmdénu pomocou pristroja BIACORE3000
na Cipoch CM5 pri 22°C. Fab fragment bol imobilizovany na povrch ¢ipu a tau
protein bol nastrekovany ako analyt v r6znych koncentraciach. Vyhodnotenim
senzorgramov pomocou modelu pre interakciu 1:1 boli ziskané rychlostné
konStanty interakcie. Asociacnd a disocia¢nda faza boli fitované samostatne,
s pouzitim priemernej hodnoty pre disociacnu konstantu a globalnej hodnoty
parametra R prifitovani asociaCnej fazy.
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Vysledky a diskusia

Metddou rezonancie povrchového plazménu sme merali interakciu Fab
fragmentu protilatky DC39C, ktord ma epitop na uplnom C-konci molekuly
tau proteinu (aminokyseliny 431-441), so vSetkymi [udskymi izoformami tau
proteinu (tri 4R izoformy a tri 3R izoformy) a s formami tau proteinu odvode-
nymi zo sekvencie najdlhsej ludskej 4R izoformy, postupne skracovanymi od
N-konca.

Ziskali sme rozne hodnoty kinetickych parametrov pre rézne tau izofor-
my a skratenétau konstrukty. Hodnoty asociacnej rychlostnej konstanty leZia
v rozmedzi od 1,38 x 10° M1.s? pre taul40-441 (najrychlejsia asociacia) po
2,18 x 10*M s (najpomalsia asocidcia) pre tau327-441. Hodnoty disociacnej
rychlostnej konstanty leZia v rozmedziod 1,14 x 10*s? (najpomalsia disociacia)

evve

evve

afinitu vykazuju najkratsie tau konstrukty tau327-441, tau343-441 a fudska 3R
izoforma s jednym N koncovym inzertom tau37 (Obrazok 1, Tabulka 1). Inte-
rakcie protilatky DC39C s prirodzene neusporiadanym proteinom tau sa vo
vSeobecnosti vyznacuju nizSou hodnotou disociacnej rychlostnej konstanty,
ako je priemernd hodnota pre interakcie prirodzene neusporiadanych prote-
inov, ktoré sa vyznacuju kratkou Zivotnostou s disociacnou konstantou v roz-
medzi 0,1 — 1000 s* (Dogan et al., 2014).

Rozdielne hodnoty kinetickych parametrov mdézeme pripisovat zmenam
v stbore konformacii roznych tau izoforiem a konstruktov, ktoré sposobuju
rozdielnu pristupnost C-koncového epitopu protilatky DC39C. Napriklad naj-
dlhsia 4R izoforma tau40 vykazuje priblizne stokrat vyssiu afinitu ako najdlSia
3R izoforma tau39. Rozdielne vlastnosti 4R a 3R izoforiem boli pozorované tiez
pri regulacii dynamiky miktotubulov (Panda et al., 2003) a ovplyviiovani kine-
zinového transportu po mikrotubuloch (Peck et al., 2011). Pre skracovanie tau
molekuly od N-konca pozorujeme pokles afinity od konstruktu taul40-441 po
najkratsie konstrukty tau327-441 a tau343-441. Dlsie konStrukty tau31-441,
tau99-441 a taul27-441 maju podobné hodnoty K  porovnatelné s tau221-
441, a teda nizSie ako tau140-441. Pre skracovanie tau molekuly od N-konca
boli popisané rozdiely pri stabilizacii mikrotubulov medzi plnodizkovym tau
proteinom a konstruktom tau124-441, pricom skrateny konstrukt tau124-441
vykazoval vyssiu schopnost viazat a stabilizovat mikrotubuly (Derisbourg et
al., 2015). Zmeny v subore konformacii tau proteinu boli neddvno pozorované

44



Prehladné ¢lanky

aj medzi nefosforylovanym tau a enzymom GSK-3 hyperfosforylovanym tau
proteinom, pomocou kombinacie deutériovej vymeny v mikrofuidickom uspo-
riadani a hmotnostnej spektrometrie s elektrosprejovou ionizaciou — TRESI-
HDX (Zhu et al., 2015).

Dogan a kol. porovnavali kinetiku interakcie neusporiadaného proteinu
NCBD vyskytujuceho sa v stave roztopenej gule (molten globule state, Kjaer-
gaard et al., 2010) so Styrmi neusporiadanymi a dvomi Strukturovanymi pro-
teinmi pri roznych hodnotach idnove;j sily roztoku. Konstatovali, Ze rychlostné
asociacné konstanty interakcii prirodzene neusporiadanych proteinov su za-
vislé na idnove;j sile a ich hodnoty su na hornej hranici alebo prevysuju spek-
trum hodndt Strukturovanych proteinov. Jednym z vysvetleni je, Ze prirodzene
neusporiadané proteiny sa mozu pociatocne naviazat roznymi spésobmi, ¢o
ma za nasledok vyssi pocet produktivnych zrazok veducich k vzniku precho-
dového komplexu, ktory moze byt znacne nedpecificky, a neskor sa presku-
pi do konecnej vazbovej konformacie (Blochliger et al., 2015; Dogan et al.,
2015). Zavislost asociacnych rychlostnych konstant na idnovej sile poukazuje
na vyznamnu uUlohu elektrostatickych interakcii v kinetike reakcii prirodzene
neusporiadanych proteinov. Elektrostatické sily méZzu nielen urychlovat zrazky
proteinov, ale aj navodzovat konformaciu vyhodnu pre nadobudnutie Struk-
tury, a tym zvysovat efektivitu skladania PNP po jeho naviazani na vdazobného
partnera (Ganguly et al., 2013). Na druhej strane sa tiez ukazuje podstatna
uloha hydrofébnych interakcii pri vazbe prirodzene neusporiadanych prote-
inov, a to napriek tomu, Ze prirodzene neusporiadané proteiny su ochudobne-
né o hydrofébne aminokyseliny tryptofan, fenylalanin, izoleucin, valin a leucin
(Lawrence et al., 2014).

Zaver

Konformacny stbor C-koncovej domény neurondlneho tau proteinu je vy-
razne modulovany vzdialenejsimi ¢astami jeho molekuly, ¢o sa vyrazne preja-
vuje pri sledovani kinetiky interakcie rézne dlhych variantov tau s protilatkou
zacielenou voci C-koncu molekuly. Ide teda o dalSie miesto tau proteinu, ktoré
je regulované proteolytickym Stiepenim tau pri jeho patofyziologickych fun-
kciach.
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Tabulka 1
Kinetické parametre vazby Fab fragmentu protilatky DC39C s tau prote-
inmi

Tau protein Mw k [Ms?] k, [s] K, [M]
Tau40 (2N4R) | 45851 (3,41£0,30) x 10° | (1,1440,74) x 10* | (3,37+2,20) x 10
Tau46 (IN4R) | 42698 (1,39£0,37) x 10° | (1,240,22) x 103 | (9,43+3,02) x 10°
Tau43 (ON4R) | 40008 (8,36+1,74) x 10 | (1,10£0,28) x 10® | (1,360,45) x 10
Tau39 (2N3R) | 42604 (2,75+0,17) x 10 | (1,15%0,22) x 10® | (4,20+0,86) x 10
Tau37 (IN3R) | 39721 (2,110,43) x 10 | (1,65+0,06) x 10® | (8,15+1,68) x 10
Tau44 (ON3R) | 36761 (5,90£0,57) x 10 | (1,50+0,24) x 103 | (2,55+0,48) x 10
Tau31-441 42479 (9,2743,10) x 10* | (1,110,16) x 103 | (1,32+0,48) x 10
Tau99-441 35555 (2,34+0,63) x 10° | (1,10+0,07) x 10® | (5,01+1,40) x 10°
Taul27-441 32703 (2,68+0,30) x 10° | (1,50+0,28) x 103 | (5,58+1,24) x 10°
Taul40-441 31451 (1,38+0,30) x 10° | (6,15+2,71) x 10* | (4,65+2,27) x 10
Taul88-441 26737 (4,48+0,71) x 10° | (7,9443,04) x 10* | (1,82+0,76) x 10°
Tau221-441 23457 (1,43+0,22) x 10° | (9,45+1,68) x 10* | (6,75+1,58) x 10
Tau297-441 15277 (3,90£0,76) x 10* | (9,20+2,01) x 10* | (2,430,72) x 10
Tau327-441 12240 (2,18+0,71) x 10 | (1,85+0.04) x 103 | (1,710,57) x 10”7
Tau343-441 10699 (4,2240,67) x 10* | (3,20+0,67) x 103 | (8,15 2,93)x 10°®
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Obrazok 1 — Primarna sekvencia najdlhsej fudskej tau izoformy (tau40-
2N4R) a senzorgramy interakcie protilatky DC39C s r6znymi tau proteinmi.
V boxoch st oznacené inzerty a repetitivne oblasti. Druha repetitivna oblast,
ktord chyba u 3R izoforiem, je oznacend v bielom boxe.
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LOKALNY IMUNOPROFIL KARCINOMOV
— NOVA ERA KLASIFIKACIE TUMOROV

Hrubisko M.
Onkologicky ustav svdtej Alzbety, Bratislava

Suhrn

Text priblizuje aktualne poznatky o mechanizmoch, ktorymi imunitny sys-
tém na jednej strane brani vzniku a vyvoju tumorov, na druhej strane ktory-
mi naopak ich vzniku a rozvoju prispieva. V dalSej ¢asti sa autor zamysla, i
a ako méze k zhodnoteniu stavu pacienta a jeho progndze prispiet meranie
imunitnych parametrov z periférnej krvi. Upozoriuje sa na relativne obmedze-
nu vypovednu hodnotu periférnych parametrov a zd6raznuje sa potreba ich
sledovanie v dynamike. V tretej ¢asti autor pribliZzuje novo vznikajicu oblast
imuno-onkolégie, ktorou je stanovovanie lokdlneho imunitného infiltratu, tzv.
imunoskadre, ktoré moze vyznamne spresnit klasifikaciu pacientov v ¢ase stano-
vania diagndzy, aj pocas lie¢by. Na rozdiel od zauzivanej TNM klasifikacie nado-
rov mdze lokalny imunoprofil pomdct odhadnut odpoved pacienta na liecbu.

Kltucové slovd: maligny nadory, lokdlny imunitny infiltrat, lokdlne imu-
noskore.

LOCAL IMMUNE PROFILE OF CARCINOMAS
— NEW ERA OF TUMOUR CLASSIFICATION

Summary

Text explains actual knowledge about immune mechanisms protecting us
from the formation and development of malignant tumours and also about
immune mechanisms contributing to tumour genesis and progression. In the
next part author critically discuses the importance of measuring immune pa-
rameters from peripheral blood. Significance of peripheral immune parame-
ters is in malignant patient limited. Assesment of these parameters in dyna-
mics is emphasised. In the third part author outlines new field of immuno-on-
cology, which is assesment of local immune infiltrate, so called local immune
score. This local immune parameter of tumours may give more precision to
patient usual TNM classification, to their prognosis ant the possible therape-
utic answer.

Key words: malignant tumours, local immune infiltrate, immunoscore.
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1. Vznik, vyvoj a progndza maligneho nddoru z pohladu biologickych mar-
kerov

Okrem zdkladnych genetickych a environmentalnych predpokladov pod-
mienuje vznik a dalsi vyvoj nadoru komplexné mikroprostredie v ktorom sa
vyvija. Tu sa odohrdvaju interakcie nadorovych buniek s hostitelskymi, s ich
produktmi (cytokiny, chemokiny, produkty bunkového metabolizmu) a s krv-
nymi a lymfatickymi cievami. Prognézu pacienta (vyvoj nadoru, odpoved na
liecbu) predurcuje vrodena komplexnost tohto multifaktorového procesu.
Pozornost vyskumu sa dlhodobo venuje tlohe zapalu a imunitného dohladu
v mikroprostredi vznikajucich nadorov. Chronicky zépal v tkanive, ktory spo-
sobuju chemické latky (tzv. kancerogény), fyzikalne vplyvy (napr. Ziarenie), aj
infekéné agens (napr. HPV, virusy hepatitidy B a C, Helicobacter pylori), méze
viest v bunkach k zmendm, ktoré v kone¢nom désledku mézu viest k nekon-
trolovanej proliferacii buniek.

Poznanie mechanizmov, ktorymi tukové tkanivo aktivne vstupuje do pro-
cesu chronického zapalu, pomohlo pochopit uz dlhsie zndmu negativnu ulohu
obezity v patogenéze réznych chordb. Tukové tkanivo je aktivny endokrinny
organ, ktory vylucuje mastné kyseliny, peptidové hormény a adipokiny. Tieto
biologicky aktivne faktory pdsobia lokalne aj periférne a ovplyviuju viacero
procesov, vratane metabolizmu glukdzy, mastnych kyselin, citlivosti na inzu-
lin, diferenciacie buniek, zapalu a imunitnej odpovede. Obezitu charakterizuje
zvysena velkost, pocet aj aktivita adipocytov. Niektoré adipokiny (leptin, re-
zistin, adiponektin) ovplyviuju bunkovu proliferaciu, apoptézu a angioneo-
genézu, zname to rizikové faktory rozvoja rakoviny. Vznik postmenopauzalnej
rakoviny prsnikov ¢i endometriového karcindmu obéznych Zien sa pripisoval
nadmernej produkcii estrogénov v tukovom tkanive, teraz sa vsak viac pouka-
zuje na zmeny v hladinach adipokinov vylu¢ovanych adipocytmi, infiltrujucimi
makrofagmi a stromovymi bunkami (1, 2).

Fungujuci imunitny systém (IS) by mal dokazat tento zapal kontrolovat. Su-
Casny vyskum sa zameriava na spoznanie mechanizmov, ktoré nas mézu pred
vznikom rakoviny chrénit a rovnako aj tych, ktoré mézu rozvoj nddoru podpo-
rit. Niektoré zlozky neadaptivnej imunity v pripade nadmernej aktivacie moézu
onkogenézu podporit. Na neZiaducej imunitnej supresii podporujucej vznik a
rozvoj nadoru sa podielaju viaceré typy imunitnych aj Struktdrovych buniek,
ako su s nadormi asociované fibroblasty, makrofagy fenotypu M2, T-regulacné
bunky, NKT bunky typu 2 a myeloidné supresorické bunky MDSC (myeloid-de-
rived suppressor cells).
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Ukazuje sa, Ze spomedzi uvedenych buniek zohravaju v progresii nado-
rov kl'icovu ulohu supresivne pésobiace MDSC bunky (3). Ide o heterogénnu
populdciu nezrelych myeloidnych buniek pochdadzajlcich z progenitorovych
myeloidnych buniek. MDSC charakterizuje schopnost potlacat adaptivnu aj
neadaptivnu imunitu, dominante priamou inhibiciou cytotoxickych funkcii T
lymfocytov a NK buniek. Stanovovanie tychto buniek by v klinickej praxi moh-
lo prispiet ku klasifikacii stadia onkologickej choroby, aj pri merani odpovede
na liecbu. Zvysené mnoZstvo MDSC sa spdja s “chemorezistentnym fenoty-
pom” pacienta. Pripadné ovplyvnenie MDSC by mohlo predstavovat jednu z
moznych lieCebnych stratégii liecby nddorov. Aj T-regulacné bunky potlacenim
Specifickej adaptivnej protinadorovej imunity zohravaju pri onkogenéze nega-
tivnu ulohu (4).

Nadorové bunky su aj producentmi viacerych zloZiek komplementu, pri-
c¢om sa ukazuje, Ze viaceré zlozky komplementovej kaskady mézu vyvoj nddo-
ru podporit (5). Vyznamnu Glohu pri tom zohravaju aj genetické polymorfiz-
my, napr. je zndma asociacia medzi SNP komplementového receptora 1 (CR1)
a vyvojom ndadoru Zaludka (6).

Lekarska veda hlada uZito¢né diagnostické a prognostické biomarkery, kto-
ré by pomohli véas odhalit chorobou ohrozeného ¢loveka a napovedat jeho
progndzu a odpoved na liecbu. KedZe tumory su infiltrované bunkami IS, sku-
maju sa aj imunologické markery, ktoré by k uvedenému prispeli. Standardne
sa biomarkery, vratane parametrov IS, meraju v periférnej krvi. Ukazuje sa
vsak, Ze periférne imunitné parametre nedokazu Specificky a dostatocne citli-
vo zachytit vznik a vyvoj tumoru. Pre IS je typické, Ze odraza vsetky vplyvy na
organizmus, teda aj tie ktoré so sledovanou chorobou nemaju v danej chvili
ni¢ spolocné.

Reakcia IS na akykolvek stresovy podnet je do znacnej miery univerzalna.
Parametre namerané z periférnej krvi nas viac informuju o celkovom stave
organizmu v Case odberu, ako o stave choroby ktoru vysetrujeme. Periférna
hodnota humoralnych parametrov ako su cytokiny a chemokiny nevypoveda
o tom, Co sa deje v oblasti tumoru. Ide o informacné molekuly s velmi krat-
kym biologickym pol¢asom, ktorych koncentracia usmerniuje medzibunkovu
komunikaciu a influx zapalovych buniek do loZiska zdpalu (vratane tumoru).
Zaujem sa preto presuva k meraniu imunitnych parametrov lokdlne priamo v
nadore a jeho bezprostrednom okoli.

2. Periférne parametre
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Napriek uvedenému, meranie celkového stavu imunity ma u onkologic-
kého pacienta zmysel. Pri hodnoteni tzv. imunitného profilu pacienta okrem
beznych znakov zapalu (leukogram, sedimentdcia, CRP, zlozky komplementu
a jeho aktivacné drahy, celkova hladina protilatok tried IgG, IgA, IgM) stano-
vujeme aj zastupenie jednotlivych populacii a subpopulacii lymfocytov (po-
mocné, cytotoxické, regulacné T-lymfocyty, NK- a NKT-bunky), ich aktivaciu
(expresia molekul HLA-DR, CD25, CD38 a CD69) a tiez expresiu znakov regulac-
nych T-lymfocytov (CD4, CD25, CD127, FoxP3). Komplexné posudenie tychto
parametrov mdze pomdct zhodnotit aktudlny stav pacienta a jeho prognozu,
ako sme ukazali na subore Zien s nemalignymi a malignymi |éziami prsnikov
v réznom stadiu (7). IS kaZzdého pacienta reaguje na chorobu aj liecbu jedinec-
ne a tak je vhodné poznat imunitny profil este pred zacatim liecby. Vysetrenie
stavu imunity pred operaciou pomdze vytypovat jedincov, u ktorych je vhodna
imunologickd predoperacna priprava. Vypovednu informaciu poskytne najma
vySetrenie imunoprofilu v dynamike.

Prietokova cytometria, ktorou mézeme naraz merat niekolko parametroy,
slazi pri onkohematologickych nozologickych jednotkach (lymfémy/leukémie)
na priamu diagnostiku a klasifikaciu, aj na vyhodnotenie pripadnej recidivy
choroby, mozno ju vsak vyuZit aj na meranie mnozstva DNA v nadorovych
bunkach. U pacientov s nadormi prsnika, mocového mechura alebo prostaty
mobze abnormalne mnozstvo DNA poukazovat na recidivu choroby (8). Tato
metdda je perspektivna aj na diagnostiku radiosenzitivity a cirkulujicich en-
dotelovych a progenitorovych buniek (9, 10).

Adipokinovy panel stanovuje metddou ELISA leptin, rezistin a adiponektin
v sérach od pacientov. Stanovuje sa predovsetkym tzv. LAR (/eptin to adipo-
nectin ratio). Ukazuje sa, Ze stUpajlce hladiny leptinu a rezistinu a klesajuca
hladina adiponektinu maju u onkologickych pacientov negativnu prognosticku
hodnotu. Opacné pohyby koncentracii tychto troch adipokinov predstavuju
protektivny faktor ku vzniku hormondlne dependentnych nadorov (11).

V praxi sa Casto zabuda na sledovanie celkovej hladiny imunoglobulinov
(IgG, IgA, IgM). U onkologickych pacientov vplyvom choroby, ale najméa poda-
vanej cytotoxickej liecby, vznika casto deficiencia B-lymfocytov s ndslednym
poklesom tvorby imunoglobulinov. Diskrétnejsiu poruchu moze odhalit mera-
nie podtried imunoglobulinov a najma Specifickych antiinfekénych, resp. anti-
vakcinacnych protilatok. Z oblasti nespecifickej humoralnej imunity ma zmysel
sledovanie aktivacnych drah komplementu, ktoré byvaju deficientné.

Vrodend schopnost imunitnej odpovede a jej reakcia na chorobu a on-
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kologicku cytotoxicku liecbu je vsak natolko ré6znoroda a merané periférne
parametre natolko zavislé od mnohych na pacienta vplyvajucich (vonkajsich
aj vnutornych) okolnosti, Ze sa len tazko daju robit vSeobecne platné zave-
ry. Toto je aj rozhodujuci dévod, preco zatial nemame k dispozicii vSeobecne
akceptovany univerzalny ,periférny imunologicky onkomarker”. Sledovanie
periférneho imunitného profilu je zmysluplné len v dynamike, u konkrétneho
jedinca.

3. LokdlIny imunitny infiltrat

Lokalny imunitny infiltrat nadoru tvoria makrofagy, dendritové bunky (DC),
mastocyty, prirodzené zabijace (NK), naivné, efektorové (pomocné T 1, T 2,
T,17, cytotoxické, regulatné) a pamatové T-lymfocyty a B-lymfocyty. Uvedené
bunky sa moézu nachadzat v jadre tumoru (tumor center - CT), v jeho invaziv-
nom okraji (invasive margin - IM) a / alebo v prilahlych novo sa tvoriacich
tercidrnych lymfatickych Struktdrach. Analyza tychto infiltratov ukazala velku
heterogenitu nie iba medzi jednotlivymi typmi nadorov, ale aj medzi jednotli-
vymi pacientmi s rovnakym histologickym typom nadoru (12).

Nadory sa v Case diagndzy rutinne charakterizuju tzv. TNM-skére vychadza-
jucim z rozsahu nadoru (T), postihnutia lymfatickych uzlin (N) a pritomnosti
metastaz (M). Napriek nespornému vyznamu tejto klasifikdcie pozname jej
obmedzenia. Progndza pacientov s rovnakym TNM-Stadiom toho istého his-
tologického typu naddoru sa moze vyznamne lisit, okrem toho tato klasifikacia
ni¢ nehovori o moznej odpovedi na liecbu (12). Do popredia preto vystupuju
genetické a imunologické charakteristiky nadorov - vyskum v tejto oblasti je
velmi dynamicky a prindsa neustdle nové poznatky.

Pri r6znych typoch nadorov (melaném, kolorektdlny karcindm, karcindom
ovarii, hlavy a krku, moc¢ového mechura, prsnej zlazy, obliciek, prostaty, pluc)
sa opakovane potvrdilo, Ze vyrazna lymfocytova infiltracia sa asociuje s antitu-
morovou odpovedou a lepSou prognézou pacienta. VacSina Studii ukazala, ze
najma vysoky pocet CD3*CD8* cytotoxickych lymfocytov a CD45RO* pamato-
vych lymfocytov sa spdja s dlhSou periddou bez priznakov choroby (po primar-
nom chirurgickom zakroku) a s celkovo dlhsim prezivanim pacientov (13). Na
zaklade tychto studii sa navrhla nova klasifikacia nadorov vychadzajuca z hod-
notenia zastlUpenia uvedenych dvoch bunkovych populacii v jadre nddoru a na
jeho invazivnom okraji, tzv. imunoskdre. Imunoskore 0 vyjadruje nizky pocet
cytotoxickych T-lymfocytov a pamatovych buniek v jadre tumoru, aj na jeho
invazivnom okraji; na opacnej strane spektra je imunoskore 4, ktoré vyjadruje
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vysoké pocty uvedenych bunkovych typov v obidvoch oblastiach. Samozrejme
jeden bunkovy typ mdZe byt vysoko zastlpeny iba v jednej oblasti, pripadne
v oboch, ale druhy nie (skére 1, 2, alebo 3). Okrem imunoskore sa este hodnoti
tercidrne lymfatické tkanivo - ¢im viac je zastUpené, tym je progndza preZitia
lepsSia. Naopak, vacsia infiltracia tumoru makrofagmi typu M2 (antiinflamac-
ny, ale aj imunosupresivny fenotyp) favorizuje rast a Sirenie tumoru.

Prognosticky vyznam imunoskdre preverila Studia u pacientov s kolorektal-
nym karcindmom TNM stadia | - Il, v ktorej sa sledovali relapsy a prezivanie
po stanoveni diagndzy a operacnom odstraneni tumoru (14). Medzi 5 sku-
pinami imunoskére (0, 1, 2, 3, 4) sa zistili dramatické rozdiely. Zatial' ¢o be-
hom 5 rokov sledovania relabovalo iba 4,8 % a preZivalo 86,2 % pacientov
skupiny 4, v skupine 0 relabovalo 75 % pacientov a preZivalo iba 27,5 %. Na-
sledne sa potvrdila univerzalnost imunoskdre pri karcinédmoch réznych inych
organov a bunkovych typov (15). V stucasnosti je k dispozicii metaanalyza 124
prac zaoberajucich sa vyznamom lymfocytovych subpopuldcii infiltrujacich
tumory, ktora jednoznacne potvrdila prognosticky vyznam CD8'CD45RO*
a CD3* T 1-lymfocytov (13). U pacientov v remisii sa pozorovala signifikantna
inverzna korelacia CD8* lymfocytovych infiltratov s TNM-skére, zatial o u pa-
cientov s relapsom choroby sa pozoroval nizky pocet CD8* -buniek nezavisle
od TNM-stadia tumoru (16). Lokalne imunoskdre tak nezavisle na TNM-klasi-
fikacii poskytuje déleziti prognosticki informaciu o Sanci na prezivanie bez
choroby, aj na celkové preZivanie.

Uloha ostatnych subpopuldcii (T2, 7,17, Treg) a NK-buniek je podstatne
menej jasna. Pri niektorych typoch nadorov sa pozorovala v suvislosti s vysSou
mierou ich zastupenia dobra prognodza, pri inych Ziaden vplyv, pri niektorych
negativny vplyv. Co sa tyka regula¢nych T-lymfocytov, problémom je réznoro-
dost tejto bunkovej populacie. Bezne sa nestanovuje ¢o Treg—lymfocyty supri-
muju. Ak pbsobia timivo na efektorové antitumorové T bunky, ich vplyv je
negativny, naopak, ak suprimuju chronicky zapal, méZzu mat pozitivny vplyv.
NK-bunkam sa vSeobecne pripisuje protektivna antitumorova uloha. Ukazuje
sa viak, Ze takto sa prirodzené zabijace mo6Zu uplatnit iba pri velmi v€asnych
(predklinickych) stadiach tumoru, v pripade uz detekovatelného tumoru je ich
Uloha obmedzenad (13).

Vyvijaju aj dalSie metddy vychadzajuce z merania lokdlneho zastupenia
imunitnych buniek v tumore. Brazilski autori opisali unikdtnu metddu, pri
ktorej sa paralelne s klasickym histologickym, resp. imunohistochemickym
vysSetrenim tumorového tkaniva z rovnakych vzoriek robili aj bunkové suspen-
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zie, ktoré sa vysetrili pomocou prietokovej cytometrie (17). Autori vySetrili 52
vzoriek od 40 pediatrickych pacientov s podozrenim na malignu chorobu a
jednoznacne potvrdili, Ze multiparametrova prietokova cytometria poskytuje
rychle a uzitocné doplnkové data k rutinnym histopatologickym metédam pri
skriningu a klasifikacii nadorov.

Aj meranie zloZiek komplementu priamo v tkanive tumoru moéZe poskyt-
nat uZitoénejsiu informaciu o aktudlnom stave a progndze tumoru, ako ich
meranie v periférnej krvi. Tak napriklad u pacientov s nddormi pltc alebo va-
je€nikov sa vyssie hodnoty C3 (merané v tumore pomocou mRNA) spdjali so
zhorSenym prezivanim (18) .

V blizkej buddcnosti sa da ocakavat Siroké vyuZitie stanovovania lokalneho
imunoskodre: moze napriklad pomdct rozhodnut, ktory pacient by uZ v ran-
nom $tadiu tumoru mal dostat k Standardnej lie¢cbe nddorovd vakcinu, alebo
moze napriklad u geriatrického pacienta s obrazom vyrazného cytotoxického
infiltratu pomoct rozhodndt, Ze je zbytoéné ho zataZit chemoterapiou. Imu-
nofenotypizacia ako sucast rutinného diagnostického a prognostického hod-
notenia tumorov (popri tradi¢nej klasifikacii TNM) mézZze poskytnut kltcovu
informaciu umoZnujucu optimalnu stratifikdciu pacientov z hladiska progndzy
vyvoja choroby, aj z hladiska predikcie odpovede na liecbu a tak presnejsieho
uréenia lieCebnej stratégie (19). Nové horizonty moze otvorit digitadlne zobra-
zovanie lokalnej imunitnej odpovede - umozZiuje nie iba opisat zastipenie
cytotoxickych buniek v centre a invazivnom okraji tumoru, ale aj ich spocitat.
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INTERLEUKIN 2 V LIECBE AUTOIMUNITNYCH CHOROB

Buc M.
Imunologicky ustav, Lekdrska fakulta UK, Bratislava

Viaceré autoimunitné choroby sa vyznacuju tym, Ze je pri nich nedostato¢-
ny pocet alebo nedostatocna aktivita regulaénych T-lymfocytov. Z uvedeného
vyplyva, Ze ak by sa podporila ich aktivita, dosSlo by aj k atimu alebo aj upl-
nému zastaveniu autoimunitnych procesov. Zatial vsak neexistuje pripravok,
ktory by zvySoval aktivitu nTreg-lymfocytov. Na druhej strane vsak pribudli
poznatky o biologickej funkcii regulac¢nych T-lymfocytov, z ktorych vyplynulo,
Ze interleukin 2 je principidlnym faktorom, ktory zabezpecuje ich prezivanie
na periférii a tak umoznuje, aby presadzovali svoju imunosupresivnu funkciu.
Navyse nTreg-lymfocyty odpovedaju na IL-2 vo velmi nizkych koncentraciach.
Uvedena vlastnost nTreg-lymfocytov priviedla vedeckych a klinickych pracov-
nikov na myslienku vyuzit nizkodavkové podavanie interleukinu 2 v lie¢be nie-
ktorych autoimunitnych choréb. Predbezné vysledky su velmi nadejné a tak
dochdadza k dalSiemu rozsireniu spektra disponibilnych biologik.

Kltucové slovd: autoimunitné choroby, IL-2, IL-2 receptor, nTreg-lymfocyty

Zakladnou vlastnostou imunitného systému je jeho schopnost rozlisit
vlastné molekuly buniek, tkaniv a organov (self) od nevlastnych (not-self),
vlastné tolerovat a cudzie likvidovat. Tato schopnost nie je imunitnému systé-
mu apriori dand, musi sa ju naucit. Deje sa to pocas dozrievania T-lymfocytov
v tymuse. Diferencujuce sa T-lymfocyty tu rozpozndvaju vlastné antigény na
bunkach prezentujucich antigén (najvyznamnejsia su dendritové bunky), kto-
ré im ich prezentuju prostrednictvom svojich HLA-molekul druhej triedy. A je
interakcia medzi T-lymfocytmi a bunkami prezentujucimi antigén siln3, tak ta-
kéto T-lymfocyty hynu apoptotickym procesom a do periférie, do sekundar-
nych lymfoidnych organov, sa nedostdvaju. Tento proces, ktory oznacujeme
ako centralna (novsie — recesivna) tolerancia, nie je absolutny, ¢ast autoreak-
tivnych T-lymfocytov svojej zahube unika a v periférii predstavuju potencialne
nebezpedenstvo, Ze po svojej pripadnej aktivacii zaénu vyvijat autoimunitné
procesy. Samozrejme priroda na tuto moznost odpovedala vytvorenim me-
chanizmov, ktoré im v takejto aktivacii zabrania. Tychto mechanizmov, ktoré
pozndme pod nazvom periférna (novsie — dominantna) tolerancia, je viace-
ro; medzi nimi najdolezitejSie su tie, ktoré zabezpecuju prirodzené regulacné
T-lymfocyty (pre prehlad pozri Buc 2012, Rose a Mackay 2014).
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Prirodzené regulacné T-lymfocyty (nTreg) sa vyvijaju dreni tymusu ako ne-
zavisla, samostatnd populdcia buniek. Diferenciacia nTreg-lymfocytov si vyZa-
duje aktivaciu Specifického génu — FOXP3 (forkhead box P3; Xp11.23-q13.3.),
ktory kéduje rovnomenny transkripcny faktor. O jeho velkom biologickom vy-
zname svedci skutoénost, Ze ak dojde k mutacii FOXP3-génu vznikne komplex
autoimunitnych choréb, ktoré zahrriujeme pod pojem IPEX-syndrom (IPEX =
immune dysregulation, polyendocrinopathy, enteropathy); je nezlucitelny so
Zivotom. Okrem FOXP3, nTreg-lymfocyty potrebuju pre svoj vyvoj v tymuse
a hlavne prezivanie na periférii interleukin-2 (IL-2) (1, 2).

2. IL-2, jeho receptor a funkcia

IL-2 je cytokin, ktory produkuju aktivované pomocné T-lymfocyty (Th1l),
v mensej miere aj aktivované cytotoxické T-lymfocyty, aktivované dendrito-
vé bunky, NK- a NKT bunky (3). IL-2 sa nadvazuje na svoj Specificky receptor
(IL-2R). Tento sa sklada sa z troch retazcov: alfa, beta a gama. Alfa-retazec sa
v membrane Th-lymfocytu objavuje iba po jeho aktivécii, a preto sa povodne
oznacoval Tac (T activation; dnes — CD25). Nadviazanie IL-2 na alfa-retazec
vsak nevedie k nijakej biologickej odpovedi, musi sa najprv spojit s beta-retaz-
com (CD122), ktory sa exprimuje stucasne s tretim, gama-retazcom (CD132).
Bunky, ktoré maju IL-2 receptor zloZeny zo vsetkych troch retazcov, ako napr.
aj Treg-lymfocyty, viazu IL-2 s vysokou afinitou, priblizne 10! M; oznadujeme
ho ako vysokoafinitny receptor. Pokojné Th-lymfocyty exprimuju iba receptor
beta/gama, ktory viaZe IL-2 iba nizkoafinitne (10° M). Po aktivacii Th-lymfocy-
tov sa vsak v membrane bunky rychlo objavi alfa-retazec. Vzniknuty vysoko-
afinitny receptor podstatnou mierou znizi prah aktivacie potrebny na indukciu
proliferacie Th-lymfocytov a Specifickd imunitna odpoved sa méze rozbehnut
(3, 4).

IL-2 je pleiotropny cytokin, ¢o znamena, Ze ma viaceré funkcie. Ako sa piSe
vyssie, je potrebny na diferencidciu nTreg-lymfocytov v tymuse, hoci v tejto
¢innosti ho moze zastupit IL-7 alebo IL-15. Je vsak absolutne nevyhnutny pre
ich funkénu stabilitu na periférii (5). Je zaujimavé, Ze samotné nTreg-lymfocyty
IL-2 neprodukuju (6). Z dalSich funkcii IL-2 treba uviest, Ze podporuje polari-
zaciu naivnych Th-lymfocytov do subpopulacii Thl (7), Th2 (8) a Th9 (9); na
druhej strane vSak IL-2 potlaca ich diferencidciu do subpopulacii Th17 (10)
a Tfh (11); principialne cytokiny, ktoré produkuju jednotlivé subpopulacie po-
mocnych T-lymfocytov sa uvadzaju v tab. 1. IL-2 zabezpecuje aj terminalnu
diferenciaciu cytotoxickych CD8* T-lymfocytov (12).
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NK-bunky exprimuju vo velkom mnozstve nizkoafinitny IL-2 receptor. IL-2
stimuluje ich proliferaciu a zvysuje ich cytotoxicku aktivitu ako aj produkciu
cytokinov, hoci v mensom rozsahu ako sa to je pod vplyvom IL-12 (13). ILC2-
bunky (ILC = innate lymphoid cells) exprimuju vysokoafinitny IL-2R. IL-2 v nich
indukuje syntézu IL-5, ktory nasledne zodpoveda za expanziu eozinofilov (14).
Napokon gama/delta T-lymfocyty pod vplyvom IL-2 za¢nu produkovat interfe-
rén gama a zvysuje sa ich cytotoxicka aktivita (15).

Z hladiska imunoterapie interleukinom 2 je dolezité zdoraznit, Ze regulaé-
ne T-lymfocyty v porovnani s efektorovymi T-lymfocytmi majua prah aktivacie
10 az 20-krat nizsi. Je to dané tym, Ze jednak exprimuju vysokoafinitny IL-2
receptor a jednak tym, Ze ich signalizacné drahy mediované kindzami JAK1
a JAK-3 a transkripénymi faktormi STAS su vysoko efektivne (16, 17). Z uvede-
ného vyplyva, Ze hlavna biologicka uloha IL-2, nie je v aktivacii T-lymfocytov,
ako sme boli o tom presvedceni eSte doneddavna, ale v udrzovani funkcie Treg-
lymfocytov. Napokon svedcia o tom pokusy aj na mysiach. Ak sa vytvoria mysi,
ktoré neprodukuju IL-2, resp. neexprimuju IL-2R, vyvinu ulcerdznu kolitidu
alebo tvoria pocetné autoprotilatky (18, 19) . Aj u ¢loveka pozname mutéciu
v géne pre CD25 a takito jedinci tieZ vyvinu autoimunitné procesy (20). Napo-
kon u jedincov, ktori trpia na autoimunitné choroby, v porovnani so zdravymi,
sa zisti znizena produkcia IL-2, ¢o moZe viest k znizenej funkcii nTreg-lymfocy-
tov. Potvrdilo sa to pri autoimunitnom diabetes mellitus (21), reumatoidnej
artritide (22) a systémovom lupus erythematosus (23).

2. IL-2 ako imunoterapeutikum

Prvé biologické vlastnosti, ktoré sa spajali s IL-2 po jeho objaveni v 60-tych
rokoch minulého storocia sa spajali s jeho schopnostou aktivovat T-lymfocyty,
najma cytotoxické a NK-bunky. Pomerne skoro sa identifikoval aj jeho gén a za-
kratko na to bol aj molekulovo klonovany, ¢o umoznilo od r. 1992 aj komercénu
pripravu IL-2 (aldesleukin /Proleukin@/) a nasledné vyuZitie v klinickej praxi. Pri-
rodzene IL-2 bol predurceny pre liecbu tych choréb, kde bolo potrebné zvysit
cytotoxicku aktivitu buniek imunitného systému. V USA ho FDA (Food and Drug
Administration) schvalilo pre liecbu rendlneho karcindmu a maligneho me-
lanému. Podavali sa vysoké davky IL-2, 42 az 50 milidnov i. u. (international
units; MIU) kazdych 8 hodin, aby sa boli k dispozicii dostato¢ne vysoké hladi-
ny cytokinu, ktoré by vidy zabezpecovali jeho vazbu vysokoafinitné receptory
(IL-2 je podmieriuje expresiu alfa-retazca, a tym aj existenciu vysokoafinitného
receptora). Vyhodnotenie rozsiahlych studii ukdzalo 15 % odpoved na lie¢bu
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au7az9 % lieCenych pacientov lietba mala aj dlhotrvajuci efekt (24). Vysoko-
davkova terapia IL-2 sa nezaobisla bez vedlajsich Gcinkov, pricom k najvaznejsim
komplikaciam patril vaskularny presakujuci syndrom (vascular leakage syndro-
me). Je spésobeny vazbou IL-2 na CD25 v membranach endotelovych buniek,
Co ich aktivuje a dochadza k zvySeniu priepustnosti kapilar a unikajuci albumin
potom vedie k hypotenzii a edémom. Vysledkom bolo zlyhanie viacerych orga-
nov, s mortalitou do 4 % (25). Z uvedenych dévodov a nizkej Ucinnosti sa tato
liecba v sucasnosti aplikuje iba vynimocne, nahradili ju monoklonové protilatky
anti-CTLA4 (ipilimumab) (26) a anti-PD1 (nivolumab, lambrolizumab) (27).

U¢inok IL-2 na regula¢né T-lymfocyty pozndme uz od polovice 90. rokoy,
ale trvalo viac ako 10 rokov kym sa zacalo s klinickymi skdskami sledujicimi
vplyv IL-2 na Treg-lymfocyty u pacientov trpiacich na autoimunitné choroby.
Vseobecné vnimanie IL-2 lekdrmi totiZ bolo, Ze ide o velmi toxicky liek, ktory
mozno poufZit iba v termindlnych stadiach lieCby niektorych malignit. Navyse
IL-2 sa vnimal ako cytokin, ktory primarne stimuluje efektorové bunky, co by
mobhlo zhorsit prebiehajice autoimunitné procesy.

Roku 2006 sa hladal spésob ako stimulovat Treg-lymfocyty u pacientoy,
ktori trpeli vaskulitidou vyvolanou virusom hepatitidy C (VHC). Z predcha-
dzajucich studii bolo totiz zndme, Ze takito pacienti maju znizené pocty Treg-
lymfocytov (28) a Ze lieCba antivirotikami a monoklonovymi protilatkami anti-
CD20 (rituximab) viedla k normalizacii ich poctu (29). Na zaklade pozorovani,
Ze u pacientov liecenych vysokymi davkami IL-2 dochadza k zvySeniu poctu
T-lymfocytov, rozhodlo sa v lieébe VHC vaskulitidy pouZit IL-2. Aby sa vyhli
nepriaznivym vedlajsim ucinkom a zabranili pokial moZno ¢o najviac aktivacii
efektorovych buniek, rozhodlo sa, Ze sa bude podavat IL-2 v nizkych davkach.
Pacienti dostavali IL-2 v davke 1,5 aZz 3,0 milidnov i. u. denne. Kumulativne to
za dva mesiace predstavovalo 50 miliénov i. u., ¢o koresponduje 1/3 dennej
davky pri vysokodavkovej liecbe pacientov s malignitami. Liecba bola dobre
tolerovana, doslo k dvojnasobnému vzostupu nTreg-lymfocytov a znamky ak-
tivacie efektorovych T-lymfocytov vymizli (30).

Nizkodavkova liecba autoimunitnych choréb IL-2

Uspech nizkodéavkovej lie¢by IL-2 pri lie¢be vaskulitidy indukovanej viru-
som hepatitidy C podmienil, Ze sa tato zacala podavat aj pri inych autoimu-
nitnych chorobach, konkrétne pri autoimunitnom diabetes mellitus, alopecia
areata a systémovom lupus erythematosus. Kazda studia poufZila rozdielne
davkovanie IL-2, od 0,09 aZ do 5,4 miliénov i. u. (MIU) a kumulativha davka
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sa pohybovala od 1,5 do 52,5 MIU a na zaklade tychto skusenosti sa v su-
¢asnosti odporuca zacat 5-dnovu liecbu IL-2 v davke 1 MIU/den, po ktorej sa
tato davka opakuje v dvojtyZdfiovych intervaloch. Uvodna lie¢ba zvy$uje pocty
nTreg-lymfocytov v periférnej krvi na dvojnasobok ich poctu v periférnej krvi
a udrziavacie davky spOsobia, Ze pocty nTreg-lymfocytov sa pohybuju medzi
20 az 60 % nad zékladné hodnoty (31). Ukdzalo sa, Ze pacienti lieCbu dobre to-
leruju, z nepriaznivych Ucinkov sa pozorovali miestne reakcie v mieste vpichu
a konstituéné symptdmy (Unava, zvysena teplota, nevolnost a artralgie) (32).

Hlavny biologicky ucinok lie¢by nizkymi davkami IL-2 sa prejavil predovset-
kym na nTreg-lymfocytoch, a to nielen na ich zvySenom pocte v periférnej
krvi a v mieste prebiehajlcich autoimunitnych procesov (dokazané v bioptic-
kych vzorkach pri alopecia areata) (33), ale aj zvySenim ich charakteristickych
membranovych znakov CD25, GITR (glucocorticoid-induced TNFR-related pro-
tein) a CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte antigen 4) (34). Zaujimavé zistenie bolo,
Ze doslo aj zvySeniu CD8*CD25*FOXP3* Treg-lymfocytov, dokonca 2- aZ 5-krat
vysSom ako pri CD4*CD25*FOXP3* Treg-lymfocytov. Tieto bunky su in vitro po-
kusoch znac¢ne imunosupresivne, ¢i pésobia tak aj in vivo eSte nevieme (31).

NK-bunky tak isto odpovedaju na nizke davky IL-2, najméa regulacné
CD56***, hoci nie aZ tak ako nTreg-lymfocyty. U pacientov s chronickou GvH
chorobou (GvHD - graft versus host disease) liecenych II-2 sa pocet perifér-
nych NK-buniek sa v priebehu 8 tyZdrov sa zdvojndsobil kym nTreg-lymfocyty
stupli 6 az 8-ndsobne (35).

U pacientov liecenych nizkymi davkami IL-2 sa pozorovalo tiez zvySenie
poctu eozinofilov v periférnej krvi, eozinofilia dosahovala az 10 % (35). Tento
ucinok zrejme zabrani pozivaniu tejto liecby u alergickych pacientov, tym skor,
Ze ILC2-bunky exprimuju vysokoafinitny IL-2 receptor. Aktivované ILC2-bunky
produkuju IL-13 (35) hlavny cytokin, ktory je potrebny na polarizdciu Th2-lym-
focytov a IL-5, ¢o je maturacny a aktivacny cytokin pre eozinofily (14).

Vyznamnym zistenim je aj zniZenie poctu CD19* B-lymfocytov a to aj
B-lymfocytov marginalnej zény (B2 B-lymfocyty). Tento efekt je vyznamny
najma z hladiska moznosti vyuZitia nizkodavkovej liecby IL-2 pre tie choroby,
pri ktorych v patogenéze hraju vyznamnu ulohu najma autoprotilatky. Prave
prebiehajuce klinické studie liecby SLE tuto skutoénost potvrdzuju; dokazal sa
pokles hladin anti-DNA Specifickych protilatok (30, 35).

nTreg-lymfocyty kontroluju aj priebeh imunitnej odpovede na infekéné za-
rodky. Vznika tak opravnena otdzka i zvySenie poctu a imunosupresivnej ak-
tivity nTreg-lymfocytov negativne neovplyvni antimikrobialnu imunitu. Predk-

62



Prehladné ¢lanky

linické a klinické udaje to zatial nepotvrdzuju. U pacientov s chronickou infek-
ciou VHC sa nepozoroval vzostup mnoZstva virusov napriek zvysenému poctu
nTreg-lymfocytov, naopak, virusova zataz bola na konci sledovaného obdobia
o nieco nizSia v porovnani s pévodnymi hodnotami zo zaciatku liecby IL-2 (30).

Pozitivny ucinok liecby IL-2 v nizkych davkach sa odraza nielen v labora-
térnych testoch, ale a hlavne v priaznivej odpovedi pacientov na tuto liecbu.
Pacienti trpiaci na vaskulitidu indukovany HCV trpia na glomerulonefritidu,
neuropatie, artralgie, purpuru a su unaveni. Ak sa podrobia uvedenej liecbe
klinické priznaky sa vyrazne zlepsuju a to uz po druhom ¢&i tretom kole liecby
(30). U pacientov s alopecia areata, sa pozoruje rast vlasov a zvySenie ochlpe-
nia (33). Napokon predbezné vysledky liecby pacientov SLE tiez poukazuju na
priaznivy efekt tejto terapie (31, 36).

Sumarne mozno konstatovat, Ze do biologickej liecby pribida dalSia moda-
lita a ukazuje sa, Ze bude rovnako Uspesna ako je liecba monoklonovymi proti-
latkami, imunoadhezinmi ¢i blokatormi signalizaénych drah (pre prehlad pozri
Buc 2012 a Rose a Mackay 2014). KedZe kombinacna liecba autoimunitnych
chordb, ktoré maju komplexnl imunopatogenézu je casto efektivnejSia ako
monoterapia, je moziné, Ze aj nizkodavkova liecba IL-2 sa v buduicnosti bude
moct kombinovat s niektorou s doteraz uz osvedcenych imunoterapeutickych
postupov.

Tab. 1 — Charakteristicka produkcia cytokinov jednotlivymi
subpopulaciami pomocnych T-lymfocytov

Cytokin | Thl | Th2 | Th17 | Th9 | Th22 | Tfh
IFN-y ++ - + - - -
IL-2 ++ - - - - -
TNF ++ + + - - -
IL-4 - ++ - - - +
IL-5 - ++ - - - -
IL-6 - ++ + - - -
IL-13 - ++ - - - -
IL-9 - - + ++ - -
IL-10 + ++ + ++ + -
IL-17 - - ++ - - -
IL-21 - - + - - ++
IL-22 - - + - ++ -
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OCKOVANIE DOSPELYCH A SENIOROV
- NOVA ERA OCKOVANIA

Hrubisko M.
Onkologicky ustav sv. AlZbety, Bratislava

Sthrn

Jednou z Uloh mediciny 21. storocia bude vyrovnat sa so starnutim sveto-
vej populacie, zvlast vo vyspelych krajinach. Popri kardiovaskuldrnych, onko-
logickych ¢i chorobach pohybového aparatu treba riesit aj infekéni morbiditu
a mortalitu, ktora sa po 50 roku Zivota vyznamne zvysuje. V tejto suvislosti sa
vyndra vyznam ockovania dospelej populdcie. V prispevku priblizujeme ocko-
vanie proti herpesu zoster, ktory sa stava preventabilnou chorobu a o¢kovanie
proti ludskym papilémavirusom, z ktorych mnohé maju vyrazny proonkogén-
ny potencidl. Ockovanie ako prevencia rakoviny je novou a perspektivnou ob-
lastou mediciny.

Klucové slovd: ockovanie, herpes zoster, ludské papildmavirusy.

VACCINATION OF ADULTS AND SENIORS
— NEW ERA OF VACCINATION

Abstract

One of challenges of 21st century medicine is to deal with senescence of
world population, especially in developed countries. Beside cardiovascular,
malignant and locomotive diseases, it will be necessary to deal with infecti-
ous morbidity and mortality, which is progressively increased after 50 years
of age. In this contexture the meaning of vaccination of adult population is
increasing. In this contribution we elucidate the vaccination against herpes
zoster, which is becoming a preventable disease, and the vaccination against
human papilloma viruses (HPVs). Many of HPVs are causing malignant dise-
ases and vaccination as the possible prevention of malignancies is very pers-
pective field of medicine.

Key words: vaccination, herpes zoster, human papilloma viruses.
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1. Uvod

Pri pojme ockovanie si nie iba laici, ale aj vacsina lekarov predstavi profy-
lakticky postup uréeny detom a mladistvym. Podla toho sa aj o¢kovanie zvyk-
ne definovat ako postup pri ktorom sa “imunologicky naivny” imunitny systém
stimuluje k vytvoreniu obranyschopnosti voci infekénému agens, s ktorym sa
este nestretol. Ockovanie sa vSsak neobmedzuje iba na deti a adolescentov: vo
vsetkych vekovych kategériach, vratane seniorov, sa indikuje napr. ockovanie
proti chripke, pneumokokom, hemofilom. Takisto sa nam asi vybavi ockovanie
proti roznym cudzokrajnym chorobam v suvislosti s cestovanim alebo pri moz-
nosti kontaktu s klieStovou encefalitidou. V slvislosti so zavedenim vakciny
proti herpesu zoster vsak bude treba zmenit aj definiciu ockovania v zmysle
imunologicky naivného organizmu — tu totiZ ide o ockovanie uz infikovaného
organizmu. Novu oblast — profylaktickd a lie¢ebnt vakcinaciu dospelych — si
pribliZime na priklade 2 prikladoch: herpes zoster a choroby asociované s HPV.

2. Starnutie ludstva, starnutie imunity

Starnutie fudstva sa spaja s mnohymi medicinskymi vyzvami — od kardio-
vaskularnych choréb, cez onkolégiu, infekéné choroby, az po choroby pohy-
bového aparatu. Tak ako starne cely organizmus, starne aj imunitny systém.
Starnutie imunity sa dokonca poklada za primarnu pricinu viacerych so star-
nutim spajanych chorobnych procesov. U starsich [udi sa ruka v ruke s postup-
nym oslabovanim imunitnych mechanizmov pozoruje zvysena vnimavost k in-
fekcidm a k ich tazsiemu a protrahovanému priebehu. Mnohé infekcie mozu
mat fatalny priebeh - napr. imrtnost na pneumaoniu a chripku je v geriatrickej
populdcii oproti mlad$im osobam zvysend az 89-nasobne ™! Pripisuje sa to
znizenému mnozstvu a aktivite T- lymfocytov a autoidiotypovym protilatkam,
ktoré maju inhibi¢ny efekt na imunitnd odpoved.

V suvislosti s postupnym starnutim svetovej populdcie sa vynara nova ob-
last mediciny, ktorou je ockovanie dospelej populdcie. Schopnost reagovat na
ockovanie ostdva dostatocna aj vo vyssom veku, i ked oproti bezne ockovanej
detskej populécii treba ratat s rozdielnou odpovedou (2). Po ockovani antigén-
mi, voci ktorym je tvorba protilatok zavisla od tymusu (primarna odpoved je
T-lymfocytovd) je odpoved zniZzend, preto treba pre dospelych pouZit vyssiu
antigénnu naloz. Pri ockovani antigénmi, voci ktorym je odpoved nezavisla
od tymusu, ako su napr. pneumokokové polysacharidy, je odpoved’ seniorov
relativne kratkodobd, preto byva potrebna revakcinacia.
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3. Herpes zoster

Virus varicela - zoster (VZV, humanny herpesovy virus typu 3 - HHV3) je
jednym z 6smich znamych ludskych herpesovych virusov (HHV1-8) ®. Tymto
virusom sa infikuje takmer celd populacia (odhaduje sa az 98%) eSte v pred-
pubertdlnom veku. Primoinfekcia sa prejavi chorobou ovcie kiahne - varicella.
Pocas viremickej fazy intracelularne inkorporovany virus prenikd do epider-
movych buniek a spésobuje typické vyrazky. Specifikom tejto infekcie je sku-
tocnost, Ze VZV imunitny systém nedokaze z tela vylucit - virusom napadnuté
bunky este predtym nez zahynu, zaloZia pri bunkovom deleni dalSiu generaciu
virusu. Hoci nie st zndme vietky mechanizmy rozhodujlce o trvalom preziva-
ni virusu v organizme, vieme, Ze VZV “cestuje” cez retrogradne axény do za-
dnych miechovych koreriov, kde dlhodobo preziva v gangliach . VZV je pocas
tejto latentnej formy neinfekény, ale moze sa kedykolvek reaktivovat ® - zacne
vytvarat nové viridny nasledne migruje pozdiz axénov do koze, kde sa znova
Siri z bunky do bunky, penetruje aZz do epidermis a vytvara obraz zndmy ako
pasovy opar - herpes zoster (HZ).

Vo vyspelych krajinach sa v sicasnosti pozoruje vzostup incidencie HZ. Pri-
&in je viac, prispieva k postupné predlzovanie priemernej dizky Zivota a zvysu-
juci sa pocet ludi uzivajucich z r6znych dévodov imunosupresivne posobiace
farmaka. Podla Statistik az 1,8 milidéna Eurépanov rocne prekona HZ. Celkova
incidencia HZ sa u imunokompetentnych dospelych uvadza 4 pripady na 1000
osobo-rokov ©. Do 40 rokov Zivota je vyskyt nizky - do 9 % populacie, medzi
40. - 50. rokom postupne stlpa a po 60. roku Zivota dosahuje takmer u 20 %
populacie ). 68% pripadov sa vyskytne u 50-ro¢nych a starsich. PretoZe her-
pes zoster je prejavom reaktivacie latentnej VZV infekcie, primarny rizikovy
faktor je predosla infekcia VZV. Podla udajov z USA 99,5% tamojsej populdcie
starsej ako 40 rokov ma séroldgicku evidenciu predoslej infekcie, o znamena,
Ze takmer cela populdcia v tejto vekovej skupine je ohrozena HZ (8).

U inak zdravého c¢loveka je HZ sice neprijemné, ale vacsinou samolimitu-
juce ochorenie. Kozna disemindcia nie je Zivot ohrozujlca, je vSsak znakom vi-
rémie, pri ktorej moze dojst ku komplikaciam, ktoré sa vyskytuju v 10-50 %
pripadov. Spektrum komplikdcii HZ je pestré®: infekéné (sekundarna infekcia
postihnutej koZe), neurologické, ocné a viscerdlne (encefalitida, hepatitida,
myokarditida, pneumaonia, intravaskuldrna koagulopatia). U pacientov po HZ
sa pozoruje zvySeny vyskyt infarktov myokardu a tranzientnych mozgovych
trombotickych atakov a iktov 9. Predpokladd sa, Ze ide o nasledok chronic-
kej vaskulitidy, ktord VZV vyvola. Napriek antivirusovej liecbe je imrtnost pri
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viscerdlnej disemindcii 5-15%, pricom najcastejSou pri¢inou smrti byva pneu-
monia ©,

Riziko neurologickych komplikacii HZ sa zvysSuje u imunokompromitova-
nych jedincov s deficienciou Specifickej bunkovej imunity. Tieto komplikacie
mozZu byt zdvainé (myelitida, chronickad encefalitida, ventrikulitida, menin-
goencefalitida. VSetky mozu viest k roznemu stupriu parézy a mozu sa koncit
fatalne ©. NajéastejSou komplikaciou ktora najviac a dlhodobo zasahuje do
kvality Zivota postihnutych, je postherpetickd neuralgia (PHN). Vyskytuje sa
u kazdého 3.-4. postihnutého VZV, s vekom jej vyskyt vyznamne stipa . PHN
mava zdlhavy priebeh - mdze trvat mesiace a roky. Antivirotika sice skracuju
akdtne stadium choroby, ale dostatocne neovplyviuju vyskyt PHN.

3.1. Ockovanie proti HZV

Po infekcii herpesovymi virusmi, aj po ockovani proti varicelle, respektive
HZ, zohrdva v nasledujucej faze odolnosti voci reinfekcii ¢i reaktivacii rozhodu-
jucu ulohu Specifickda bunkovd imunita. Protilatky nemaju v prevencii reakti-
vacie HZ pravdepodobne Ziadnu ulohu Y. Paméatové bunky sa drZia na drovni
dostatocnej pre kontrolu vzplanutia manifestnej choroby priblizne do 50 ro-
kov Zivota. Neskor sa u mnohych jedincov dostavaju pod hranicu ochranného
prahu a pri akomkolvek dalSom oslabeni organizmu moéze dojst k reaktivacii
virusu a vzplanutiu HZ. Vek je teda najvyznamnejsim rizikovym faktorom pre
vznik HZ. Zatial' ¢o vyskyt HZ je u deti mladsich ako 10 rokov 0,74 na 1000
osobo-rokov, u 0s6b vo veku nad 80 rokov je to 10,1 na 1000 osobo-rokov.
Prakticky kazdy druhy ¢lovek, ktory sa doZije 85 rokov, prekond HZ 12,

Opakovany kontakt s infekciou vacésinou vodi nej zvysuje odolnost. Toto pla-
ti aj v pripade VZV. Napriklad, ked' dieta prekonava varicellu, dochadza k sti-
mulécii matkinych paméatovych T buniek. Aj signifikantne nizsi vyskyt HZ vo
viacpocetnych, viacgeneracnych rodinach v porovnani s ostatnou populaciou
svedci pre stimuldciu anti-HZV imunity pri opakovanom kontakte s infekciou
13,14 7 principu opakovaného kontaktu s infekciou stimulujicou imunologicku
pamatovu stopu vychadza aj ockovanie proti VZV.

Vakcina proti VZV vyuZiva rovnaky kmen virusu ako vakcina proti varicelle
1), Rozdiel oproti beznej varicellovej vakcine je 14-ndasobné mnozstvo atenu-
ovanych kmenov obsiahnutych v jednej davke. Takato davka je potrebna pre
stimuldciu imunity u dospelych jedincov s postupnou prirodzenou depresiou
bunkovej imunity. U¢innost HZ vakciny sa overila v randomizovanej, placebom
kontrolovanej klinickej studii fazy 3, realizovanej na vzorke 38 546 zdravych
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dospelych starsich ako 60 rokov *®. Zo studie boli vyliéeni jedinci s anamné-
zou prekonaného HZ, alergicki na niektoru zo zloZiek vakciny a imunokom-
promitovani. Vakcina redukovala riziko vzniku HZ o 51% a riziko vzniku PHN
o priblizne 70%. U jedincov, ktori napriek ockovaniu ndsledne prekonali HZ,
bol priebeh choroby vyrazne miernejsi 47

Nasledne sa u 1 395 os6b realizovala subanalyza venovana Specifickej anti-
HZV imunite pred ockovanim a 6 tyZdriov po ockovani. Autori sledovali dyna-
miku Specifickych protildtok a pocet pamatovych T buniek. Oba parametre sa
signifikantne zmenili iba u probandov v aktivnom ramene ®& 9, Pri dlhodo-
bom sledovani dynamiky sa v prvom roku pozoroval pokles odpovede, v dal-
Sich 2 rokoch vsak dalej neklesala. Sledovala sa aj bezpec¢nost VZV vakciny 9.
Vyskyt vedlajsich ucinkov bol v aktivnom a placebovom ramene porovnatel-
ny. V aktivnej skupine sa o¢akavane CastejsSie vyskytli lokalne reakcie (erytém,
bolest, opuch, svrbenie, lokdlne zvysenie teploty) v mieste aplikacie injekcie
(48 verzus 17 %); vacsina reakcii bola miernych a ustupila v priebehu 4 dni 29,

Z vyssie uvedenych epidemiologickych a imunologickych poznatkov vy-
chadza indikacia vakciny proti herpes zoster: dospela populdcia starsia ako 50
rokov. Ide o profylaxiu, preto idedlnym kandidatom je zdravy ¢lovek. Ulohou
zdravotnikov je presvedcit zdravého, aby sa dal zaockovat. Hlavnym argumen-
ty su pravdepodobnost prekonania HZ s naslednou PHN a skuto¢nost, Ze vo-
bec nejde o banalnu chorobu. Anamnéza prekonaného HZ nie je kontraindi-
kaciou oc¢kovania; odporuca sa vsak odstup od epizddy HZ aspori rok ©. Pred
podanim HZ vakciny sa netreba pytat na anamnézu prekonania varicelly a je
zbytoc¢né vykonavat rutinné séroldgické testy na anti-VZV protilatky. Vakcina-
cia 0s6b ockovanych proti varicelle sa neodporuca, avsak v indikovanej popu-
lacii osob starsich ako 50 rokov sa zatial nenachddzaju zaockovani jedinci. Na
Slovensku je varicellova vakcina k dispozicii od r. 2009, a tak tato otazka nebu-
de aktualna este minimalne 30 rokov. Okrem toho, ockovanie proti varicelle
patri u nds medzi dobrovolné a zdravotné poistovne ho nehradia, preto ani
v buducnosti nebude preockovana celad populdcia.

Antivirotika uc¢inné proti herpesovym virusom (acyklovir, famcyklovir, vala-
cyklovir) mozu interferovat s replikaciou atenuovanej Zivej HZ vakciny. Vsetky
tri uvedené antivirotika maju kratky sérovy polcas, rychlo sa z eliminujq, a tak
lie¢bu staci prerusit (minimalne) 24 hodin pred o¢kovanim. Spatné nasadenie
(ak je potrebné) sa neodporuca skor ako 14 dni po vakcinécii 2%,

V pripade anamnézy chronickej choroby (napr. chronicka renalna ¢i hepa-
talna insuficiencia, diabetes mellitus, chronické plicne choroby, autoimunitné
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choroby, onkologicky pacient) volime individualny a obozretny pristup. Uve-
dené stavy nie s absolutnou kontraindikaciou o¢kovania HZ vakcinou. Treba
posudit stav imunity, resp. zvazit pripadnu imunosupresiu pacienta. Samozrej-
me, riziko HZ aj jeho komplikacii je u imunokompromitovanych jedincov zvy-
Sené. Rozdiel je, i pacient trpi chorobou, ktord vedie k imunosupresii, alebo
ide o imunosupresiu navodenu farmakologickou liecbou. Tu je Ziaduca predvi-
davost a pacienta je potrebné zaockovat este pred zacatim imunosupresivnej
lieby. Vakcina by sa mala podat najneskér 14 dni pred planovanym zaciatkom
podavania imunosupresiv .

4. Choroby suvisiace s infekciou ludskymi papilomavirusmi

Ludsky papilomavirus (HPV) je ubikvitne rozsSireny DNA virus prenasany
z jedinca na jedinca priamym koZznym a / alebo slizni¢nym kontaktom, predi-
lekéne napadajuci karatinocyty a bunky sliznicnych membran. HPV infekcia je
celosvetovo najéastejsia pohlavne prendsana choroba ??. Pozndme vyse 170
typov HPV virusov, z nich viac ako 40 infikuje anogenitalnu oblast.

Vacsina HPV infekcii je subklinickych a nespdsobuje Ziadne tazkosti, avsak
u niektorych jedincov sa subklinicky priebeh zmeni na symptomaticky. Prejavy
sU v zavislosti na dispozicii jedinca a type HPV virusu velmi pestré: od benignych
papilémov (bradavice, kondylémy) aZ po rakovinu cervixu, vulvy, vaginy, penisu,
orofarynxu a anusu 3. | ked 70% klinicky manifestnych HPV infekcii u mladych
muZov a Zien regreduje behom 1 roka a 90% v horizonte 2 rokov, u 5-10% infiko-
vanych Zien infekcia perzistuje 4. Perzistujlca infekcia vysoko-rizikovymi typmi
HPV (HRHPV) mdze progredovat do prekancerdznych Iézii a plynule do invaziv-
nej rakoviny - zodpoveda za prakticky vsetky pripady cervikalnej rakoviny ),
Najprv sa potvrdila proonkogénna aktivita typov HPV 16 a 18, neskor sa medzi
vysoko-rizikové kmene zaradili aj typy 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68,
73 a 82, a pravdepodobne kancerogénne su aj typy 26, 53 a 66 9,

4.1. Ockovanie proti HPV

Vakcindacia proti virusu hepatitidy B (HBV) ndm ukazala, ako ockovanie no-
vorodencov a deti mdze znizit nosi¢stvo tohto virusu v populécii a nasledne
aj s nim spdjanych chorob - hepatitidy B, cirhdzy pecene a pecenového kar-
cindmu ), Proonkogénne pdsobenie HRHPV je dévodom, preco sa do praxe
zaviedlo aj ockovanie proti HPV.

V sucasnosti mame k dispozicii bivalentnd vakcinu pripravend z HRHPV
kmenov 16 a 18 a kvadruvalentnu vakcinu z kmenov HPV 6 a 11 (sp6sobuju-
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cich genitdlne bradavice a papilomatdzu laryngu) a z kmenov 16 a 18. Dokaza-
lo, sa Ze imunita navodena voci HRHPV 16 a 18 chrani aj proti viacerym dalsim
proonkogénnym HRHPV 31, 33, 45 a 51 @, Ukazuje sa vsak, Ze tato skrizena
ochrana nie je minimalne u casti z uvedenych kmenov HPV kompletnd a Ze
nechrani voci dalsim kmernom, a tak sa pripravila nonavalentna vakcina, ktora
Coskoro tiez vstupi do klinickej praxe. V nonavalentnej vakcine sa ku kmeriom
obsiahnutym v kvadruvalentnej vakcine pridali HRHPV kmene 31, 33, 45, 52
a 58. Ocakava sa, Ze touto vakcinou bude mozné preventivne predist 90% pri-
padov rakoviny kréka maternice ?®. NavySe, vzhladom k vyznamnej Glohe HPV
virusov aj v inych pripadoch rakoviny (vid. vyssie), sa da ocakavat este vacsi
vyznam ockovania nonavalentnou vakcinou.

Zakladnou cielovou skupinou pre ockovanie proti HPV je predpubertal-
na mladez (nie iba dievcata!). Vzhladom k tomu, Ze masovejsie sa vo svete
HPV vakcindcia pouZiva nieco vySe 10 rokov, zatial moZno konstatovat, Ze sa
v zaockovanej populacii jednoznacne potvrdilo znizenie vyskytu premalignych
a malignych |ézii krcka maternice. Na oc¢akavany pokles mortality v savislosti
s HPV iniciovanou rakovinou si eSte bude treba isty ¢as pockat, velkd nadej sa
vklada do prdve prichadzajucej nonavalentnej vakciny. Potesujlce vsak je, ze
uz teraz dostupné HPV vakciny maju potvrdenu protirakovinovu profylakticku
ucinnost.

UZ v roku 2009 sa publikovali vysledky studie zameranej na pouzitie kvad-
ruvalentnej HPV vakciny u dospelych Zien (40-45 rokov). Na jednej strane sa
v $tudii potvrdila uc¢innost vakcinacie aj v tejto vekovej kategérii, na druhej
strane sa ukdzalo, Ze vakcina je dostatoCne Ucinnd iba u Zien ktoré nejavia
v ase vakcinacie znamky HPV infekcie ©%. Dodato¢na analyza pacientok zara-
denych do studie PATRICIA priniesla podobny vysledok s bivalentnou vakcinou
potencovanou ucinnym adjuvans Y. Do tejto studie sa zaradili zdravé Zzeny vo
veku 15-25 rokov s < 6 sexudlnymi partnermi / Zivot, nezavisle na vstupnom
HPV DNA statuse, HPV-16 alebo HPV-18 sérologii, alebo cytoldgii. Zeny rando-
mizovali v pomere 1:1 na skupinu oc¢kovani HPV-16/18 vakcinou (s obsahom
adjuvans) a na skupinu ockovanu proti hepatitide A, skupiny boli zaslepené
pre probandky aj investigadtorov. Po 4 rokoch sa vyhodnotila frekvencia pato-
logickych prekancerdznych ndlezov Stadia CIN3+ a nalezu carcinoma in situ;
zvlast sa vyhodnotila celd skupina Zien ockovanych proti HPV (ockovanych
9319, kontroly 9325), t.j. skupina, v ktorej uz boli Zeny s aktivnym sexudlnym
Zivotom, oproti kohorte Zien, ktoré mali vstupny HPV status negativny (ocko-
vanych 5824, kontroly 5820).
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Ucinnost vakciny proti nalezu CIN3+ asociovanému s HPV-16/18 bola 100%
v skupine Zien s negativnym vstupnym HPV statusom oproti 45,7% v celej sku-
pine o¢kovanych, a to nezdvisle na vekovej kategérii. U¢innost vakciny proti
nalezu CIN3+ nezdvisle na type HPV bola 93,2% v skupine Zien s negativnym
vstupnym HPV statusom oproti 45,6% v celej skupine o¢kovanych. V skupine
Zien s pozitivnym vstupnym HPV nélezom Gcinnost progresivne klesala s ve-
kom. U¢innost vakciny proti carcinoma in situ bola 100% respektive 76,9%
(v uvedenych dvoch skupinach). Tato Stddia nam jasne ukazala nedostatocny
terapeuticky potencial stavajucich vakcin, a to aj v pripade, ak vakcina obsahu-
je ucinné adjuvans monofosforyl lipid.

5. Zaver

PretoZe sa v sucasnosti mnozia ré6zne odborne nepodloZené antivakcinac-
né aktivity, a to Zial aj medzi zdravotnikmi, nezaskodi pripomenut, Ze podla
udajov Svetovej zdravotnickej organizacie vakcindcia globalne zachranuje 2-3
milidny Zivotov ro¢ne ©2. Pretoze mnohé infekcie maju vo vy$som veku za-
vaznejsi priebeh, resp. mozu komplikovat priebeh inej choroby, je potrebné
upozornit na vyznam ockovania v dospelom a geriatrickom veku. U chronicky
chorych by malo byt samozrejmostou ockovanie proti chripke, pneumokokom
a hemofilom.

Prakticky celd dospelad populdcia (najma po 50. roku Zivota) patri z pohla-
du pravdepodobnosti prekonania HZ a PHN do rizikovej skupiny, preto treba
v tejto vekovej skupine mysliet aj na ockovanie zosterovou vakcinou. Viac tre-
ba propagovat ockovanie HPV vakcinou, spolu s vakcinou proti hepatitide B
jedinou, ktord ma potencial znizit vyskyt réznych foriem rakoviny.

Slovensko patri v Eurépe medzi krajiny s najnizsou preockovanostou HPV
vakcinou. Pri uvadzani oc¢kovania proti HPV do praxe sa s spravila chyba: me-
dializovalo sa ako ockovanie proti rakovine krcka maternice - a takto sa vnima
podnes. Vzhladom k tomu, Ze s perzistujucou infekciou HRHPV sa spaja aj rad
inych pripadov rakoviny a aj dalSie choroby vyznamne ovplyviujice kvalitu
Zivota, potencial ockovania proti HPV je ovela Sirsi. Vyvstava otazka, Ci by sa
nemalo zvazit povinné celoplosné ockovanie predpubertdlnej mladeze, nie
iba dievéat 732, KedZe zatial dostupné anti-HPV vakciny maju predovsetkym
profylaktickd Ucinnost, je na vSeobecnych lekaroch, gynekoldgoch, urolégoch,
imunolégoch, ORL a dalsich, aby odporucali ockovanie proti HPV u jedincoy,
ktori zatial zjavnou HPV infekciou netrpia. Od vyskumnych timov sa oc¢akava
vyvoj terapeutickej anti-HPV vakciny.
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Zdravotnd, socidlna aj ekonomicka zataz HZ a este viac chordb spojenych

s HPV infekciou je obrovska. Podla reprezentativnych studii je ockovanie proti
uvedenym infekénym chorobam bezpecné a Gcéinné, preto ho treba realizovat
Castejsie ako je tomu doteraz.
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IMUNOTERAPIA V ONKOLOGI!I

Spanik S.
Internd-onkologickd klinika, Onkologicky ustav sv. AlZzbety
a I. onkologickd klinika OUSA a LFUK

Suhrn

Imunoterapia v onkoldgii nie je novinka. Skusala sa vo forme aplikacie ate-
nuovanych nadorovych buniek, niekolko rokov bola Standardna liecba renal-
neho karcindmu a maligneho melandmu cytokinmi (interferdn, interleukin
2). V sucasnosti ide predovsetkym o ovplyvnenie negativnych regulacnych
faktorov imunitnej odpovede ako je CTLA-4 (antigén 4 cytotoxického T lym-
focytu - cytotoxic T lymphocyte antigen 4), PD-1 (programmed cell death
protein 1 — protein 1 programovanej smrti bunky) a ligandov PD-L1 a PD-
L2 (ligandy 1 a 2 programovanej smrti bunky). Mnohé lieky, ktoré ucinkuja
uvedenymi mechanizmami su uz v klinickej praxi a mnohé v roéznych fazach
klinického skusania.

Kltucové slovd: imunoterapia, regulaéné mechanizmy -,checkpointy
(strézne body), CTLA-4, PD-1, PD-L1, PD-L2

“«

Summary

Immunotherapy is not a new type of therapy. Some years ago, it was used
as an application of attenuated tumor cells. Also, the standard therapy of re-
nal cell carcinoma and malignant melanoma were performed by cytokines
(interferon, interleukin 2). Nowadays, the targets are negative regulatory fac-
tors of immune response like CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte antigen 4), PD-1
(programmed cell death protein 1) and ligands PD-L1 a PD-L2 (ligands 1 and
2 of programmed cell death). Few of the drugs exploiting these mechanisms
of action are already used in clinical practice and many others are in different
phases of clinical trials.

Key words: immunotherapy, regulatory mechanisms — checkpoint inhibi-
tors, CTLA-4, PD-1 PD-L1, PD-L2

Imunita v onkologii

Imunoterapia je v sucasnosti povazovana za kluc k ucéinnej protinddorovej
lieCbe. Imunitny systém zohrava rozhodujucu ulohu v boji organizmu proti na-
dorovym chorobdm. Eliminacia nadorovych buniek je sprostredkovand predo-
vsetkym CD8* cytotoxickymi T-lymfocytmi (CTL). Cytotoxické T-lymfocyty mozu
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byt izolované z nddorovej stromy réznych tumorov, nazyvaju sa TIL (tumor in-
filtrating lymphocytes — lymfocyty infiltrujdce tumor). Aktivacia CTL vyZaduje
kostimulaciu pomocnymi CD4* T-lymfocytmi. Tieto sa musia najprv ,stretnat”
s naddorovym antigénom. V tom zohravaju rozhodujlcu ulohu prezentujice
bunky antigén (APC — antigen presenting cells). Takuto Ulohu maju predo-
vSetkym dendritové bunky, Langerhansove bunky koZe, makrofagy a pod.,
ale napr. aj B-lymfocyty a v stave patologickej aktivacie asi aj cely rad dalsich
buniek. Dendritova bunka (alebo ind APC) prezentuje nadorovy antigén naiv-
nému CTL, ten sa aktivuje v lymfatickej uzline, aktivovany vycestuje do oblasti
nadorového tkaniva a tam likviduje nadorovu bunku produkciou cytolytickych
latok a indukciou apoptdzy (1). Takto imunitny systém reaguje vSeobecne na
,cudzorodé” bunky (antigény). Tato reakcia je preto regulovana viacerymi me-
chanizmami, imunitnymi ,,checkpointami“ (strdznymi bodmi), aby sa zabra-
nilo autoimunitnej reakcii. Medzi doteraz zname hlavné ,checkpointy” patri
CTLA-4 (antigén 4 cytotoxického T lymfocytu — cytotoxic T-lymphocyte antigen
4), PD-1 (programmed cell death protein 1 — protein 1 programovanej smrti
bunky), LAG-3 (lymphocyte-activation gene 3 — gén aktivacie lymfocytov 3)
a TIM-3 (T-cell immunoglobulin and mucin protein 3). Tieto latky posobia na
dvoch kluc¢ovych miestach a to vo faze aktivacie T-lymfocytov v lymfatickych
uzlinach a v periférnom tkanive, kde T-lymfocyty vykonavaju svoju efektorovu
funkciu (2). Prave CTL-4 p6sobi vo véasnej faze imunitnej reakcie, v zdravom
tkanive p6sobi ako ,vypinac” aktivacie CTL v lymfatickych uzlinach, aby sa pre-
diSlo autoimunitnej reakcii. PD-1 p6sobi v efektorovej faze. V zdravom tkanive
pbsobi PD-1 ako limitujuci faktor aktivity antigénovo-sSpecifickych T-lymfocy-
tov, aby zabranil paralelnému poskodeniu tkaniva pri infekcii.

Nadorové bunky exprimuju ligandy PD-L1 a PD-L2 (ligandy 1 a 2 progra-
movanej smrti bunky), ktoré vazbou na PD-1 (ako receptor na efektorovom
CTL) negativne zniZuju (“downregulate”) aktivitu T-lymfocytov v efektorovej
faze imunitnej odpovede. Imunitné ,checkpointy” pésobia cez interakciu re-
ceptor - ligand, kde receptor sa exprimuje na T-lymfocyte a ligand na bunke
prezentujlcej antigén alebo na bunke periférneho tkaniva. Prave imunitné
,checkpointy” predstavuju jednu z oblasti, ktoré vyuZivaji nadorové bunky,
aby sa vyhli imunitnej reakcii. Cielmi protinddorovej imunoterapie su jednak
cielené monoklonové protilatky anti-PD-1 (3) a monoklonové protilatky anti-
PD-L1 a anti-PD-L2, zatial iba v klinickych studiach (4).

79



Biologicka liecba v tedrii a praxi Il — Bratislava 2015

Inhibitory imunitnych ,,checkpointov”

V klinickej praxi sa ako Standardna liecba pouZiva zatial len niekolko prepa-
ratov. Jednym z dévodov je vysoka cena tejto inovativnej imunoterapie.

Ipilimumab (Yervoy®) je plne humdanna IgG1 monoklonova protilatka anti-
CTLA-4. V klinickych studiach v liecbe pokrocilého a metastatického maligne-
ho melanédmu v jednej studii preukdzal, v porovnani s DTIC (dakarbazin), resp.
samotnou peptidovou protimelandmovou vakcinou gp100, lepSiu klinické od-
poved, prezivanie bez progresie ako aj samotné celkové preZivanie.

Liecba sa podava v 4 cykloch, intravendézne v infuzii, odporuca sa pre pa-
cientov s pomalou progresiou choroby, nastup ucinku je pomaly (niekedy trva
30 mesiacov do vymiznutia |ézii), pacienti, ktori dosiahli kompletnu alebo tak-
mer kompletnl odpoved, su v remisii choroby niekolko rokov. Zd3, Ze krivky
dlhodobého preZivania sa stabilizuju okolo 20 % liecenych pacientov (5).

Na zdklade vysledkov klinickych skdsani bol ipilimimab schvdleny FDA
v roku 2011 na liecbu pokrocilého maligneho melanému. Klinické skdsania
prebiehali aj v dalsich onkologickych indikaciach, ako napriklad liecba meta-
statického nemalobunkového a malobunkového plucneho karcinému, meta-
statického karcindmu prostaty alebo oblicky.

NeZiaduce ucinky ipilimumabu vyplyvaju z mechanizmu ucinku, su pomer-
ne Casté, treba na ne mysliet a venovat im pozornost. Délezité je véasné roz-
poznanie pritomnosti autoimunitnej reakcie a v€asné podanie kortikoterapie.
Z toxicity v trdviacom trakte byva casta hnacka, bolesti brucha, z koznej toxi-
city ,rash”, svrbenie, pluzgiere, slizni¢na toxicita vo forme stomatitidy, posti-
hnutie pecene ako Zltacka, nauzea a vracanie, tieZ sa vyskytuju CNS-sympto-
my, ako slabost v koncatinach, strnulost, poruchy citlivosti, zmeny spravania,
spomalenost, precitlivenost, endokrinné poruchy, tyreoiditida, hypofyzitida
(ireverzibilnd), poruchy videnia, rozmazané videnie, bolest a ¢ervené oci.

V sucasnosti tiez prebiehaju klinické skidsania s dalSou anti-CTLA4 mono-
klonovou protilatkou, tremelimumabom, ktord na rozdiel od ipilimumabu
patri k triede 1gG2 (6).

Nivolumab (Opdivo®) je plne humanna anti-PD-1 IgG4 monoklonova pro-
tilatka, ktora blokuje vazbu PD-L1 ligandu na receptor PD-1 na T-lymfocytoch
a tym umoznuje ich aktivaciu a protinddorovu aktivitu. Nivolumab sa podava
intravendzne, schvaleny je v liecbe NSCLC (nemalobunkovy pltucny karciném)
a maligneho melanédmu (7), dalSie indikacie su predmetom prebiehajucich
klinickych studii. Toxicita je podobnd ako pri inych blokatoroch imunitnych
»checkpointov”, dermatitida, kolitida, hepatitida, pneumonitida, tyreoiditida,
hypofyzitida.
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Pembrolizumab (Keytruda®) (predtym MK-3475, lambrolizumab) je hu-
manizovana monoklonova protilatka anti-PD-1 triedy IgG4. Podava sa v intra-
vendznej infazii; schvalena je v liecbe pokrocilého maligneho melanému po
predchadzajucej lie¢be. Pozitivne vysledky sa zaznamenali v liecbe NSCLC (8)
a dalsie indikacie su predmetom prebiehajucich klinickych studii. Toxicita je
pomerne Castd, ale len mensia Cast je zavazného stupna. NajdoleZitejSia je
kolitida, hepatitida, pneumonitida, tyreoiditida, hypofyzitida.

Atezolizumab (MPDL3280A) je monoklonova protilatka anti-PD-L1. V kli-
nickych studiach v liecbe melanému, renalneho karcindmu, NSCLC a urotelo-
vého karcindmu mocového mechura dosiahla sfubné vysledky.

Existuju aj dalSie anti-PD-1 monoklonové protilatky, ktoré sa skusaju v liec-
be Sirokého spektra nadorovych choréb. Jednym z problémov imunoterapie
je otazka prognostickych a prediktivnych faktorov. Predbezne sa ukazuje, Ze
PD-1, PD-L1 a PD-L2 status, pripadne aj jeho kvantifikacia, by mohli byt pre-
diktivnym faktorom klinickej odpovede imunoterapie.

Nddorové vakciny

Ako nadorové vakciny oznacujeme jednak ockovacie latky, ktorych cielom
je prevencia nadorovych choréb sposobenych znamymi infekénymi agensmi,
a tak vakcinacia je namierena proti tymto Specifickym infekénym agensom,
a jednak vakciny , ktorych cielom je liecba, alebo prevencia nddorovych cho-
réb s cieflom pbésobenia na urcité nadorové Struktury. Prikladom nadorov so
znamou pric¢innou suvislostou s infekciou, ktord sa vyuziva vo vakcinacii, je
karcinédm krcku maternice, kde pri¢innd ulohu vo vzniku nadorovych zmien
zohrdva infekcia virusom HPV (human papilomma virus) alebo hepatocelu-
larny karcindm, kde etiologicky sa uplatiiuju virusy hepatitidy B a C. Infekéna
etioldgia je vSak zndma aj pri inych nddoroch (tak napr. s HPV infekciou suvisia
aj mnohé karcindmy, penisu, rekta, hrtana a asi aj mnohé iné nadory).

Specifickou oblastou vyvoja nadorovych vakcin su tie, ktoré sa zameriavaju
bud’ priamo na urcité Specifické nadorové struktury alebo na Struktury, ktoré
maju dolezitu ulohu v organizme pocas reakcie zameranej na eradikaciu nado-
ru. Antigény nadorov rozdelujeme na tzv. spolo¢né, ktoré exprimuju viaceré
nadory alebo tzv. unikatne, ktoré sa vyskytuju iba v individualnych tumoroch.
Moznostou pri vyvoji nadorovych vakcin je pouZitie bud celych nadorovych
buniek, alebo iba ur¢itych $pecifickych epitopov ich antigénov. Dal$im sposo-
bom pouzitia vakcinacie je pouZzitie ockovacej latky, ktora by viedla k imunit-
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nej reakcii v hostitel'skom organizme, ktorej vysledkom by mala byt eradikacia
patogénu, ktory vyvolal vznik nddoru a tym aj jeho samotného .

Vyvoj vakcin je komplexnym procesom, kde musime brat do Gvahy nielen
antigén, ktory dand vakcina obsahuje , ale tiez samotny hostitelsky organiz-
mus, ktorého reakcia v rdmci Gcinnosti vakcinacie je dolezitd. Ukazuje sa, Ze
vyznam ma pouZitie vakciny vo véasnom stadiu nddorového procesu, kedy na-
dorova populacia je mala a nie az v Stadiu metastaz , kedy rozsiahla nddorova
masa posobi vyrazne proti imunitnému systému a tak brani uplatneniu ziadu-
ceho ucinku podanej vakciny. Vacsina klinickych skdsani vSak zatial prebehla
prave u pacientov v pokrocilom Stadiu choroby.

To, Ze nie je jednoduché vytvorit u¢inna vakcinu, stvisi aj s tym, Ze nado-
rova populdcia je takmer vidy znacne heterogénna a tak vakcina namierena
proti $pecifickému antigénu nemusi byt Gc¢inna pre eradikaciu, lebo ostatné
nadorové bunky preZivaju. Predpokladalo sa, Ze choroby, u ktorych sa pozoro-
vali spontdnne remisie, ako je napriklad rendlny karciném alebo maligny me-
landm, kde imunitny systém zohrava vacsiu ulohu ako pri inych nadorovych
chorobach, bude vakcinacia u¢inna. U¢inné vakciny sa viak vyvinuli aj pre iné
nadory, ako je napr. karciném prostaty (Sipuleucel-T) alebo folikulovy B-lym-
fém a lymfém z plastovej zony (BiovaxID), ¢o povzbudilo dalsi vyvoj vakcin (9)

Sipuleucel-T (Provenge), je predstavitelom bunkovej imunoterapie, ide o
“personalizovanu” liecbu, kedy sa pacientov imunitny systém “naprogramu-
je”, aby vyhladaval a likvidoval nddorové bunky rozsirené v organizme, ako by
to boli cudzie bunky. Liecba sa pripravuje Specificky pre kazdého pacienta. Pa-
cientove biele krvinky, predovsetkym APC (napr. dendritové bunky, makrofa-
gy), sa ziskaju leukaferézou. Takto ziskany krvny produkt sa inkubuje s fuznym
proteinom, ktory pozostava z antigénu kyslej prostatickej fosfatazy (prostate
acid phosphatase — PAP), ktory je pritomny na povrchu 95 % buniek karcindmu
prostaty a rastového faktoru GM-CSF (faktor stimulujuci koldnie granulocytov
a makrofagov /ganulocyte-macrophage colony stimulating factor/), ktory po-
maha vyzrievaniu APC. Aktivovany krvny produkt sa reinfunduje pacientovi,
aby navodil imunitnu odpoved proti nddorovym bunkam karcindmu prostaty,
ktoré maju na povrchu antigén PAP (10). Najcastejsimi vedlajSimi Uc¢inkami je
bolest mocového mechura, opuchy tvare, rik, ndh, bolest na hrudniku, trias-
ka, zmétenost, kasel, hnacka, bolest pri moceni, stazené dychanie, poruchy
reci, zraku, nespavost, poruchy pohyblivosti.
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Zdver

Imunoterapia znamena nesporny pokrok v liecbe onkologickych pacientov.
Napriek dosiahnutym vysledkom, je jej podanie spojené stale s mnohymi li-
mitdciami ¢i uz z hladiska efektivity alebo toxicity. Predovsetkym v liecbe me-
tastatického maligneho melandmu sa uz ukazuju ako najefektivnejSie kombi-
nacie viacerych latok s r6znymi mechanizmami Ucinku na imunitny systém,
potvrdila sa ucinnost naslednej liecby po zlyhani predchadzajlicej, takze sa
opakuje situdcia napr. z liecby kolorektalneho karcinédmu, kde sa zatial nena-
Siel ,najlepsi“ liek, ale vyznamné predizenie preivania sa podarilo dosiahnut
vyuzitim ,vSetkych” dostupnych liekov postupne, v sekvencii.

Asi najzavaznejSim problémom (okrem finanéného) je hladanie (ndjdenie)
jednoznacnych prognostickych a prediktivnych faktorov. Velkym problémom
je aj postupny vyvoj rezistencie na jednotlivé preparaty. Otazniky ostavaju aj
ohladom dizky trvania lie¢by. Napriek pretrvavaniu mnohych neobjasnenych
otazok je pouZzivanie imunoterapie v onkologickej liecbe nespornym krokom
vpred. Mnohé inkurabilné choroby sa stavaju ,,chronickymi“, pacienti preziva-
ju mnoho rokov, nie su vsak vylieceni, ale choroba zostava stabilizovana. To
ddva Sancu do buducnosti, Ze pri pomerne dynamickom vyvoji novych lieceb-
nych stratégii sa podari pacientov aj vyliecit.
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