Doplnék — prepracované otazky ¢. 43 + 44 ke zkousce z Imunologie

43. NADOROVE ANTIGENY, MECHANISMY IMUNITNIHO SYSTEMU
NAMIRENE PROTI NADOROVEMU BUJENI.

K maligni transformaci bunky miZe dojit mnoha riznymi zplsoby v disledku selhavani rozmanitych mechanismi
regulace bunécného déleni a regulace socidlniho chovani bunék.

Maligni transformace je obvykle vyvolana mutacemi v tzv. onkogenech nebo anti-onkogenech (tumor
supresorovych genech). Tyto geny v nemutované formé koduji dlilezité soucasti signalizacnich kaskad, transkripcni
faktory atd. — mutace vede ke sniZzené (tumor-supresory) nebo ke zvysené (onkogeny) aktivité. To mlze vést

k nekontrolovatelnému déleni nebo k tniku do jinych tkani.

Nadorové antigeny

e aby mohl imunitni systém reagovat s nddorovymi burikami, musi se na jejich povrchu vyskytovat specifické
antigeny, které imunitni systém rozpozna
o rozliSujeme dvé skupiny:
o TSA - Antigeny specifické pro nadory — proteiny, které se vyskytuji jen na maligné
transformovanych bunkach
= komplexy MHC gp | s abnormalnimi fragmenty bunécnych proteini
e nadorové bunky bud produkuji proteiny mutovanych genli nebo abnormalné stépi
béZné proteiny a poté je vystavuji prostfednictvim MHC gp |
e typické pro chemicky indukované nadory a nékteré leukemie
e tyto antigeny se ¢asto oznacuji jako neoantigeny (nové, imunogenni verze
normalnich bunéénych protein(), mnozstvi neoantigend je dlleZitym predikénim
markerem v imunoterapii nador(
= komplexy MHC gp s fragmenty onkogennich virli
e unadorl vyvolanych viry (Polyomavirus, EBV aj.)
= abnormalni formy glykoproteint
o glykosylace (zejména sialylace) je u nadorovych bb abnormalni — tzn. povrchové
proteiny jsou abnormalné glykosylované, cozZ rozpoznava imunitni systém
= idiotopy myelomi a lymfomt
e nadorové bb odvozené od T- nebo B-lymfocytld maji na povrchu TCR nebo BCR,
jejichz vazebna mista jsou unikatni antigenni strukturou pravé pro ony nadory
o TAA - Antigeny asociované s nadory — nejsou vylu¢né specifické pro nadorové burky. OdliSnost
spociva v kvantité exprese, v abnormalni mistni i casové expresi (napf. antigeny typické pro fetalni
bunky se vyskytuji na nadorovych bunkach tlustého streva)
= onkofetdlni antigeny
e pfitomné v normalnich embryonalnich bunkach (napf. alfa-fetoprotein nebo
karcinoembryonalni antigen)
e AFP —sekretovany hepatomy
e CEA - exprimovany nadorovymi bb u karcinomu tlustého streva
= melanomové antigeny
e Melan-A, MAGE-1, exprimovany i na normalnich melanocytech, ale na
melanomovych bb v extrémné vysokém mnozstvi
= antigen HER2/neu (Human epithelial receptor)
e pfitomen na normdlnich epitelidlnich bb, silné exprimovan u Ca mammy
= PSA (prostaticky specificky antigen)
e ve vysokych mnoZstvich u Ca prostaty, pozor zvyseny i u benigni hyperplazie prostaty
= EPCAM (adhezivni molekula epitelidlnich bb, silnd exprese predevsim na metastazach)
= diferenciacni antigeny leukemickych bunék
e pfitomny pfi vyvoji leukocytld béhem diferenciace, ale i u leukémii, lymfomu



e nejznaméjsi je CALLA — u akutni lymfoblastické leukémie (common lymphoblastoid
leukaemia antigen)

Protinadorové imunitni mechanismy

o Hypotéza protinadorového imunitniho dohledu
o myslenka, Ze imunitni systém je schopen rozeznat a odpovidat na nadorové bujeni
o méla by znamenat, Ze imunodeficitni jedinci maji vyssi frekvenci nadorovych onemocnéni
o pfi pokusech na mysich byla tato hypotéza prokazana, rozsahlé epidemiologické studie toto
prokazuji i na lidech (mensi imunita vede k ¢astéjsim virem indikovanym nadordm, ale i k ¢astéjSimu
vzniku spontannich a chemicky indukovanych nador()
e Hypotéza imunitni editace
o jednd se o nejnové;jsi shrnuti dynamického vztahu mezi imunitnim systémem a populaci nadorovych
bunék, imunitni editace je dynamicky proces, kdy imunitni systém a nador vzajemné interaguji
o oznacovana Teorie 3E — tfi faze — eliminace, rovnovaha (equilibrium), Unik (escape)
= ELIMINACE
e slozky imunitniho systému rozpoznavaiji a ni¢i nadorové buriky
o nékteré nadory jsou v této fazi pravdépodobné eliminovany
e v pfipadé, Ze nadorova burnka umira imunogenni bunécnou smrti zacne na povrchu
exprimovat molekuly DAMPs, které vedou k aktivaci imunitniho systému
e pokud jsou nadorové burky imunitnim systémem rozpoznany, mohou se na jejich
eliminaci podilet vSechny hlavni imunitni mechanismy
o antigenné nespecifické: neutrofily, aktivované makrofagy, NK bb.
o antigenné specifické: protilatky aktivujici komplement, ADCC, Thl, Thl7, Tc
= ROVNOVAHA
e nador v pribéhu svého vyvoje mize hromadit dalsi mutace a ménit své vlastnosti ->
imunitni systém uz neni schopen nadorové bunky plné eliminovat a dochazi
k vytvoreni rovnovahy
e klinicky se toto stddium shoduje s preneoplastickym onemocnénim (nejcasté;i
zUstava nediagnostikované)
e imunitni systém dokaze kontrolovat a limitovat rust, ale nedokaze nador znicit
e vysledkem mohou byt tfi situace:
o kompletni eliminace nddorovych bunék
o dlouhodobé udrzovani dynamické rovnovahy
o pod vlivem dalSich zmén v genomu nebo pfi oslabeni imunitniho systému
(infekce, starnuti, imunosuprese) mohou nddorové bb zcela uniknout
imunitni kontrole

=  UNIK
e nadorové bunky unikaji imunitni kontrole a nekontrolovatelné se mnozi, imunitni
systém neni schopen nador kontrolovat a dochazi k rozvoji onemocnéni

Tumor markery

Latky produkované malignimi burikami nebo organismem jako odpovéd na nadorové bujeni. Lokalizované na
povrchu membran, jsou ale uvolfiovany i do okoli a Ize je prokazat v télnich tekutinach nebo pfimo v nadorové tkani.

Mechanismy odolnosti nadord vici imunitnimu systému

e rlzné typy nadorovych bb se lisi zplsoby, kterymi se mohou

e v Casnych fazich — nadorové bb jesté neexprimuji specifické nadorové antigeny —imunita je nerozpozna
e v pribéhu ¢asu méni své povrchové antigeny, ztraci ty, které byly cilem imunitni reakce (variabilita)

e pokud na povrch exprimuji malo Ag (nizka hustota) — imunita je m{iZze ignorovat

e nemaiji na povrchu CD80/86 a tak T-lymfocyty po vazbé deaktivuji

e neexprimuji dostate¢né mnozstvi DAMPs



e nékteré protilatky mohou plsobit stimulacné pro nadorové bb (aktivuji rdzné kaskady)
e produkuji faktory inaktivujici T lymfocyty, faktory blokujici jiné dalezZité faktory

e exprese molekuly PD-L1 (vazba na PD-1 T lymfocytll vede k jejich deaktivaci)

e exprese Fas ligandu (aktivace apoptdzy u lymfocyt()

e inhibuji funkce dendritickych bunék

44. IMUNOLOGICKE PRISTUPY K LECBE NADOROVEHO BUJENI.
IMUNOLOGICKA DIAGNOSTIKA V ONKOLOGII. PARAPROTEINY, JEJICH
DIAGNOSTIKA A KLINICKY VYZNAM.

Hlavnim pristupem onkologické 1é¢by je chirurgicky zakrok, chemoterapie a radioterapie. Cilem protinddorové
imunoterapie je vyuZzit imunitnich mechanisma k indukci, znovunastoleni nebo posileni imunitni reakce. Komponenty
imunitniho systému mohou byt vyuZity k cilenému smérovani léciva do mista nadoru. Imunoterapeuticka Ié¢ba a
pfistupy zazivaji v poslednich letech doslova revoluci.

Imunoterapie pomoci protilatek

V soucasné dobé se pouziva nékolik monoklonalnich protilatek a ve fazi vyzkumu je dalsi fada z nich. Monoklonalni
protilatky slouZi jako nosice IéCiv €i toxind nebo se vyuZiva jejich fyziologickych funkci (opsonizace, indukce ADCC,
aktivace komplementu, inhibice nezadoucich molekul).

¢ monoklonalni protilatky proti nadorovym antigentim
o aktivujici apoptdzu, plisobi opsonizacné (nasleduje fagocytéza nddorovych bunék), ACDD
= Herceptin — |é¢ba karcinomu prsu, monoklonalni protilatky proti antigenu HER2/neu
=  Mabthera — proti antigenu CD20 u B-lymfocytQ, 1é¢ba lymfom{
o Casto nedostatecny cytotoxicky efekt, nedokonaly prinik do nadorové tkané
e konjugaty monoklonalnich protilatek

o stoxiny = IMUNOTOXINY

o sradioizotopy = RADIOIMUNOTOXINY

o s vysoce toxickymi léky = ADC (antibody drug conjugates)

o vzhledem k tomu, Ze se toxicka latka uvolfiuje az v misté nadoru, je moZné pouzivat vysoce toxické
latky, které by pfi normalnim pouziti znamenali pfilis velkou toxicitu pro organismus a nebylo by
mozné je systémové pouZit

e protilatky proti inhibi¢nim receptorim T-lymfocytl (checkpoint inhibitory)

o monoklonalni protilatky namifeny proti inhibi¢nim receptorlim -> nedochazi k tlumeni T-lymfocytd

o cileno hlavné na CTLA-4 nebo PD-1 (nadorové bb mohou exprimovat ligandy téchto receptord, my
tyto receptory ale zablokujeme pomoci MAb)

o proti CTLA-4 — ipilimumab, proti PD-1 — nivolumab, pembrolizumab -> podani vede k odblokovani T-
lymfocytt

o testovano u vétsiny solidnich nador( a hematologickych malignit, velmi dobfe plsobi u karcinomu
ledvin, maligniho melanomu, nemalobunécného karcinomu plic

o neZadouci ucinek: vyskyt autoimunitnich onemocnéni

o bispecifické protilatky — jedno vazebné misto reaguje s nadorovym antigenem, druhé se vaze na
povrchové molekuly T-lymfocytti nebo NK bb

o blinatumomab

o tyto protilatky tak zajistuji kontakt mezi efektorovymi burikami imunitniho systému a nddorovymi
burikami -> lyza nddorovych bb

e kindzové inhibitory

o inhibice signalnich drah -> pUsobi na nddorovou bb nebo angiogenezi, dochazi k zastaveni ristu,

proliferace nebo metabolismu (nutno ale presné cilit, dobré molekularni vysetfeni drah)



Imunoterapie zaloZzena na bunécné zprostiedkovanych mechanismech

onkolytické viry
o fada nepatogennich nebo mirné patogennich virl vykazuje tropismus k nadorovym bb
o po infekci lyzuje nadorové bb, vede k bunécéné smrti
o invivo limitace preexistujici imunita vici témto virllm -> jsou eliminovany imunitou
adoptivni T-bunécna terapie
o spociva v namnoZeni pacientovych T lymfocytll ex vivo, pfipadné jejich Upravé a vraceni zpét i.v.
o lymfocyty se ziskavaji bud’ ptimo z krve nebo z nadoru
= LAK (lymphokine activated killers) — T-lymfocyty z periferni krve
e invitro stimulace cytokiny IL-2, takto stimulované lymfocyty se vraci pacientovi a
doufa se, Ze budou eliminovat nador nebo potlaci jeho rist
= TIL (tumor infiltrating lymphocytes)
e izolujeme lymfocyty z nadoru, tyto lymfocyty by méli byt nadoroveé specifické
CAR bunky
o podavani in vitro modifikovanych bunék, pfedevsim T-lymfocyt a NK bb. — tzv. CAR (chimeric
antigen receptor) buriky
o pomoci technologii (tfeba pomoci vir(l) je do bunék vnasen konstrukt, ktery rozpoznava nadorové
antigeny a aktivuje T-lymfocyty (extracelularni ¢ast je vétSinou protilatka rozpoznavajici antigen,
intracelularni ¢ast aktivuje signalizacni drahy)
o vysledkem je populace CAR bunék, ktera specificky rozpoznava nddorové burky a zabiji je
o testovany pro IéCbu leukémii
aktivni imunizace nadorovymi antigeny
o snaha o aktivni indukci imunitni odpovédi proti nddorovym antigenlim
o ,nadorové vakciny”
=  méli by stimulovat Tc a Thl lymfocyty, bohuZel nddorové peptidy jsou pomérné malo
imunogenni, musime pouzivat adjuvans
imunoterapie dendritickymi bunkami
o invitro pfipraveno velké mnozstvi dendritickych bb, Ize kultivovat s nddorovym antigenem, nasledné
injikovany pacientovi a stimuluji T bunécnou odpovéd proti nddorovym antigenim
o |é¢ba metastatického nadoru prostaty
nespecificka stimulace zanétu
o Vv misté nadoru vyprovokujeme pomoci mykobakterialni vakciny zanét — atok také na nddorové bb
o Caste€né uspésné u karcinoml mocového méchyre
imunoterapie T lymfocyty darce
o pouziva se u leukemickych pacientll po transplantaci kostni dfené
o vyvolani reakce graft versus leukémie
imunoterapie produkty imunitniho systému
o umaligniho melanomu, u Grawitz Tu ledviny, leukémie
o podavani rekombinantnich cytokind k posileni bunéénych mechanism( imunity
o IL-2,IL-15, INF-a, INF-y, GM-CSF

Imunologicka diagnostika v onkologii

mUlZeme prokazovat tumor markery, k jejich diagnostice miizeme pouzit protilatky namirené proti témto
tumor markerdm — tzn. vyuzivdme reakci ELISA, imunofluorescence atd.

Paraproteiny, jejich diagnostika a vyznam

Paraprotein je produkt patologického klonu plazmatickych bunék, které vznikaji pfi monoklonalnich gamapatiich.
Jedna se o monoklonalni bilkovinu, skladajici se ze dvou lehkych a dvou tézkych fetézcl. Paraprotein, zejména jeho
lehké retézce (lambda a kappa, také Bence-Johnsonova bilkovina) jsou vylu¢ovany ledvinami a mohou vést

k poskozeni ledvin.

Monoklonalni gamapatie



e dochazi ke klondlni proliferaci lymfoidni fady s plasmocytoidni diferenciaci -> tvorba monoklonalniho
imunoglobulinu (paraproteinu)
e vyskytuje se u nasledujicich chorob:
o monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu (MGUS)
=  bezptiznakové, nejsou splnéna diagnosticka kritéria zhoubnych lymfoproliferativnich
onemocnéni, pravdépodobné se jedna o prekancerdzu
= monoklonalni IgG do 35g/I, monoklonalni IgA do 20g/l, exkrece lehkych fetézcl modi do
1g/24 hodin, na rtg bez loZisek, bez zndmek zhoubného onemocnéni
o mnohocetny myelom
= maligni transformace B lymfocytl — nekontrolovatelna proliferace a diferenciace
v plazmatické burky, tvofi monoklonalni imunoglobuliny a dalsi cytokiny
= znamky: poskozeni skeletu (osteopordza, osteolyza), poskozeni ledvin (proteinurie),
postizeni krvetvorby (anémie, ¢asté infekce)
o Waldenstrémova makroglobulinemie
= maligni transformace B lymfocyt(, proliferace a diferenciace v lymfoplazmocytarni bb
produkujici monoklonalni IgM
= insuficience kostni difené, nespecifické priznaky jako je Unava, slabost ¢i ibytek hmotnosti
o Amyloidéza
= hromadéni neodbouratelné bilkoviny — amyloidu, velké mnoZstvi protein(
= vrozena nebo ziskand, mnoho typl
= primarni — AL amyloiddza souvisi s nadory krevnich bunék -> velké mnoZstvi defektnich
protilatek vedouci k tvorbé AL amyloid(
= ostatni— AA amyloiddza, Alzheimerova choroba aj.
= priznaky variabilni podle mista hromadéni amyloidu, poskozeni ledvin, jater, srdce,
makroglosie atd.

Diagnostika paraproteinu

e prokazovat lze v télnich tekutinach (krev, moc) nebo ptfimo v nadorové tkani (lymfomy)
e metody detekce:
o elektroforéza
= rozdéleni proteinl na zakladé jejich pohyblivosti v elektrickém poli
= déleni na albuminovou, alfal, alfa2, beta a gama frakci
o imunofixace
= imunofixace bilkovin séra — detekce a typizace paraproteinu
= imunofixace bilkovin moce — identifikace paraproteinu, lehkych retézcli lambda a kappa
(Bence-Johnsonova bilkovina)

1. elektroforetické rozdéleni sérovych Ig postup:
2. imunofixace - reakce sérovych Ig s anti Ig = v prvnim kroku jsou elektroforeticky na
3. promyti, barveni agarozovém gelu rozdéleny bilkoviny na
jednotlivé frakce
paclcat. A i EHEE SO = v druhém kroku se monoklonalni bilkoviny
Fed [ fixuji pomoci antisér. Pouzivaji se antiséra proti

tézkym retézclim anti-IgG, anti-IgA a anti-IgM a
proti lehkym (volnym i vazanym) fetézcim anti-
kappa a anti-lambda. U nékterych ptipadu
pritomnosti monoklonalnich lehkych retézcl a
zaroven negativity imunofixace s antiséry proti
imunoglobulinlm A, G a M nasleduje jesté
imunofixace s antiséry proti IgD a IgE.
e  93% pacientd pomoci imunofixace, 80%
klasickou elektroforézou

SPE IgG IgA IgM < A | SPE IgG IgA IgM x A

~ pacient A: paraprotein ve tiidé IgG (x) J - ztrava Kontrola: negafivini nalez 7‘
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