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Abstrakt

V poslednych rokoch sa ¢oraz vécsia pozornost’ venuje postupom protinddorovej liecby, ktoré
vyuzivaju samotny imunitny systém pacienta, namiesto tradi¢nych postupov. Jednym druhom takejto
liecby je pouzitie inhibitorov kontrolnych bodov imunitnych reakcii. Blokovanie signaliza¢nej drahy
PD-1/PD-L1 predstavuje jednu z hlavnych druhov imunoterapie vyuzivajucej imunitné bunky
pacienta k zni¢eniu nadorov. Napriek pozitivam vyplyvajucim z tejto lieCby velkd Cast’ pacientov
neodpoveda. Pozornost’ sa preto upriamuje na lepSie pochopenie mechanizmov imunitného systému,
ale aj faktorov, ktoré na Uc¢innost’ liecby vplyvaja. Dolezité je hl'adat’ a sumarizovat’ prediktivne
biomarkery, na zaklade ktorych by bolo mozné vybrat’ pacientov s najvac¢Sou pravdepodobnostou
dosiahnutia pozitivneho vysledku lieCby. Prinieslo by to vadc¢Sie percento pozitivne odpovedajucich

pacientov a predchadzalo by sa zbytocnej zat'aZi organizmu.

Klacové slova: kontrolné body imunitnych reakcii, imunoterapia, inhibitory, PD-1, PD-LI,

biomarkery



Abstract

In recent years there has been a focus on cancer therapies that use patient’s immune system instead
of invasive traditional methods. One such method of immunotherapy is using checkpoint inhibitors.
Blockade of PD-1/PD-L1 signaling pathway is one of main immunotherapy approaches utilizing
patient’s immune cells to combat cancer cells. Despite of positives that come along with this
blockade, many patients do not respond to treatment. Therefore, better understanding of immune
mechanisms and factors that affect the efficacy is needed. Finding and summarizing predictive
biomarkers play an important role in selection of patients with highest chances of positive outcome
and it could result in higher percentage of positively responding patients. It could also prevent patients

from experiencing adverse events and unnecessary discomfort.

Key words: immune checkpoints, immunotherapy, inhibitors, PD-1, PD-L1, biomarkers



Zoznam skratiek

APC Antigen presenting cell Bunka prezentujica antigén
APLNR Apelin receptor

BCR B-cell receptor Receptor B lymfocytov
BRAF B-Raf proto-oncogene

CTLA-4 Cytotoxic T-lymphocyte associated antigen-4

EGFR Epidermal growth factor receptor Receptor epidermalneho

rastového faktoru

FDA Food and Drug Administration

HPV Human papillomavirus LCudsky papilomavirus

IFN- vy Interferon- y Interferén y

ICOS Inducible T-cell costimulator Inducibilny kostimula¢ny
receptor T lymfocytov

IPRES Innate anti-PD-1 resistance

ITIM Immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif

ITSM Immunoreceptor tyrosine-based switch motif

KBIR Kontrolné body imunitnych
reakcii

LAMA3 Laminin subunit alpha 3

MAPKK Mitogen-activated protein kinase kinase

MHC Major histocompatibility complex Hlavny histokompatibilny
komplex

MMRd Mismatch repair-deficient Deficit oprav nespravneho

parovania baz

MMRp Mismatch repair-proficient Funk¢ny systém oprav
nespravneho parovania baz

NK Natural killer cell Prirodzend zabijacska bunka

NKT Natural killer T cell

NSCLC Non-small-cell lung carcinoma Nemalobunkovy karcindm pl'ic

PD-1 Programmed cell death 1

PD-L1 Programmed cell death 1 ligand 1

PD-L2 Programmed cell death 1 ligand 2

PTEN Phosphatase and tensin homolog



SHP-1

SHP-2

TCR

TIL
TIM-3

Src homology-2 containing protein
tyrosine phosphatase 1

Src homology-2 containing protein
tyrosine phosphatase 2

T-cell receptor

Tumor-infiltrating lymphocytes

T-cell immunoglobulin mucin-3

Receptor T lymfocytov
Lymfocyty infiltrujuce nador
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Uvod

Imunitny systém sa sklada z dvoch komponentov, ktoré pracujii v su¢innosti. Vrodena imunita
k svojej aktivacii nepotrebuje stimulaciu antigénmi, ziskana imunita sa aktivuje po prezentacii
antigénov prostrednictvom buniek prezentujucich antigény (antigen presenting cells, APC).
Pozostava z humoralnej zlozky (B lymfocytov) a bunkovej zlozky (T lymfocytov).

Je neziadlce, aby sa ziskand imunita prejavovala autoreaktivne, preto su na aktivaciu
lymfocytov potrebné dva signaly. Prvy je antigénne Specificky, poskytuji ho molekuly hlavného
histokompatibilné¢ho komplexu (major histocompatibility complex, MHC) s naviazanym antigénnym
peptidom receptorom na T lymfocytoch (7-cell receptor, TCR). Pre CD8 T lymfocyty je to konkrétne
molekula MHC I a pre CD4 T lymfocyty molekula MHC II. Druhy signal je kostimulaény, tvoreny
vizbou kostimula¢nych receptorov na T lymfocytoch a molekal exprimovanych na APC (Chen et al.,
1993). Autoreaktivite sa predchadza aj inhibi€énymi signdlmi sprostredkovanymi kontrolnymi bodmi
imunitnych reakcii (KBIR) - inhibi€énymi receptormi a ich ligandmi.

Po aktivacii a prebehnutej imunitnej reakcii nasleduje jej terminacia. Zabezpecuju ju okrem
in¢ho aj koinhibi¢né receptory, ktoré su indukované aktivaciou T lymfocytov, a po interakcii so
svojimi ligandmi na povrchu APC zahajuji apoptozu T lymfocytov (Webb et al., 2018). Nadory mézu
zneuzit’ tieto KBIR na to, aby sa aktivne vyhli imunitnému systému (Allison et al. 1995). Blokacia
tychto inhibi¢nych signalizacii inhibitormi KBIR poméha zachovat’ aktivovany stav cytotoxickych T
lymfocytov a tak eliminovat’ nadorové bunky.

Systém KBIR taktiez udrzuje odpoved’ organizmu v pozadovanych fyziologickych medziach.
ZabezpeCuje efektivitu reakcii a chrani pred autoimunitou navodenim tolerancie. Hlavnym
predmetom skimania KBIR su v sucasnej dobe receptor cytotoxic T-lymphocyte antigen 4 (CTLA-4)
a programmed cell death- 1 (PD-1), kvoli svojej schopnosti modulovat’ imunitné odpovede
prostrednictvom negativnej regulacie aktivacie T lymfocytov.

CTLA-4 je okrem inych buniek exprimovany aj na CD8 T lymfocytoch a reguluje skoré
Stadium imunitnej odpovede. Spolu s kostimulacnym receptorom CD28 na T lymfocytoch zdiel'aju
spolo¢né ligandy na APC — CD80 a CD86. CTLA-4 a CD28 si kompetuja, ale kedze CTLA-4 ma
k ligandom vysSiu afinitu, inhibi¢ny signdl je silnej$i nez kostimulacny a aktivacia CD8 T lymfocytov
je v pripade expresie oboch receptorov timena. Bloka¢né protilatky proti CTLA-4 bréania interakcii
medzi CTLA-4 a jeho ligandmi, a tak predchddzaji inhibicii CD8 T lymfocytov (Pardoll, 2012).
Prave tato protilatka bola pod ndzvom ipilimumab schvélena Food and Drug Administration (FDA)

v roku 2011 ako prvy liek z kategérie inhibitorov KBIR na liecbu melanému (Cameron et al., 2011).



Uspech terapie pomocou inhibitorov KBIR podporil §tadium daldich inhibi¢nych
signalizacnych drah a vyvoj ich protilatok. Vyznamna je najmi draha PD-1/PD-L1, v ktorej kontakt
receptoru PD-1 exprimovaného na T lymfocytoch a jeho ligandov programmed cell death 1 ligand 1
(PD-L1)a PD-L2 sposobuje inhibiciu funkcii T lymfocytov. Pouzitim blokacnych protildtok proti
receptoru PD-1 alebo proti ligandom PD-L1 a PD-L2 sa predide ich vzajomnému kontaktu, preto
funkcia cytotoxickych T lymfocytov ostdva zachovana (McDermott and Atkins, 2013).

Cielom tejto prace je priblizit’ fakty o regulacii imunitnych reakcii signaliza¢nou drahou PD-
1/PD-L1, o moZnostiach lieCby nadorov inhibiciou tejto signaliza¢nej drahy a hlane o najnovsich
informaciach o prediktivnych biomarkeroch lieCby nadorov blokaciou signaliza¢nej drahy PD-1/PD-

L1. Taktiez predklada vyhody, ale aj nevyhody tohto typu terapie, a jeho mozné buduce smerovanie.

Inhibitory KBIR

V oblasti imunoterapie nadorov znamena vyvoj inhibitorov KBIR délezity mil'nik. Na rozdiel
od obvyklych metod, ktoré su zamerané na nadorové bunky (radioterapia a chemoterapia), cielom
inhibitorov KBIR je naruSat’ koinhibi¢né signalizacie imunitnych buniek. Okrem inych buniek
posobia hlavne na cytotoxick¢é CD8 T lymfocyty — hlavné protinddorové efektorové bunky — a
dovol'uji im ostat’ v aktivovanom stave a utoCit’ na nddorové bunky. Okrem ipilimumabu — protilatky
proti CTLA-4, ktorej u€innost’ je 15-20% boli postupom ¢asu schvéalené na liecbu aj d’alSie inhibitory
KBIR (Webb et al., 2018).

Protinadorova odpoved’ bola pozorovana aj pri blokacii drahy PD-1/PD-L1, ktorej efektivita
sa pohybuje v rozmedzi 20-50% (Webb et al, 2018). Pozitivnhe odpovedali pacienti
s nemalobunkovym karcinomom pluc (non-small-cell lung carcinoma, NSCLC), melandmom
a karcinomom obli¢iek (Topalian et al., 2012). Protilatky proti PD-1 pembrolizumab a nivolumab sa
aplikovali na liecbu melandému ako druhd, tretia, alebo Stvrta linia lieCby. Netspesné kroky liecby
zahfniali chemoterapiu, ipilimumab, inhibitory B-Raf proto- oncogene (BRAF) a mitogen-activated
protein kinase kinase (MAPKK), a iné druhy imunoterapie okrem ipilimumabu (Robert et al., 2014;
Weber et al, 2015). Vroku 2014 preto FDA schvélila protilatky proti PD-1 pembrolizumab
a nivolumab ako druht liniu liecby melandému (Iwai et al., 2017). Vdaka pozitivnym vysledkom
liecby melandmu schvélila FDA protilatku proti CTLA-4 — ipilimumab — aj ako prvu liniu liecby.
Vysledky d’alSej klinickej Stadie v tretej faze na pacientoch trpiacich melanomom v III. a IV. §tadiu
ukazali, Ze nivolumab a ipilimumab sa vo svojich ti¢inkoch navzajom dopiiaju. Nivolumab sam alebo

v kombinacii s ipilimumabom vyznamne predizil dobu preZitia bez progresie, ktora bola u pacientov



lieCenych oboma inhibitormi 11,5 mesiaca v porovnani s 2,9 mesiacmi u pacientov lieCenych len
ipilimumabom, a 6,9 mesiacmi u pacientov liecenych len nivolumabom (Larkin et al., 2015). FDA
schvalila na liecbu aj protilatky proti PD-L1: atezolizumab, avelumab a durvalumab. V stcasnosti sa

blokéacia drah CTLA-4 a PD-1/D-L1 vyuziva na liecbu r6znych karcindmov (Tabulka 1).

Tabulka 1: Typy karcinémov, pre ktoré FDA schvalila liecbu inhibitormi KBIR

Typ karcinomu Liek Rok schvalenia FDA
Melanom Ipilimumab 2011
Melanom Nivolumab 2014
Melanom Pembrolizumab 2014
NSCLC Nivolumab 2015
NSCLC Pembrolizumab 2015
Karcindm obli¢iek Nivolumab 2015
Hodgkinov lymfom Nivolumab 2016
Urotelidlny karcinom Atezolizumab 2016
Karcindm hlavy a krku Nivolumab 2016
Karcindm hlavy a krku Pembrolizumab 2016
NSCLC Atezolizumab 2016
Hodgkinov lymfém Pembrolizumab 2017
Karcindm Merkelovych buniek Avelumab 2017
Urotelidlny karcinom Avelumab 2017
Urotelidlny karcinom Durvalumab 2017
Urotelidlny karcindm Nivolumab 2017
Urotelidlny karcindm Pembrolizumab 2017
Hepatocelularny karcindm Nivolumab 2017
Karciném zalidka Pembrolizumab 2017
NSCLC Durvalumab 2018
Karcinom obli¢iek Ipilimumab + Nivolumab 2018

Prevzaté z Wei et al., 2018.




Struktira PD-1/PD-L1, mechanizmus pdsobenia

Povrchovy receptor PD-1 méa svojou inhibi¢nou funkciou nezastupitelni tllohu v regulovani
imunitnych reakcii a navodeni periférnej tolerancie. Studie na mysich modeloch ukazali, Ze chybajici
PD-1 sposobeny defektom v jeho géne vedie k rozvoju chronicky postupujiicej glomerulonefritidy
a artritidy, dvom hlavnym zmendm na tkanivach v organizme postihnutom systémovym lupusom, ¢o
je znak zrutenia systému autotolerancie (Nishimura et al., 1999)

Ludsky PD-1 je transmembranovy receptor zloZzeny z 288 aminokyselinovych zbytkov. Na
extracelularnej strane ma topologiu -sendvicu. Vyskytuje sa v monomérnej forme. Medzi cysteinmi
sa tvori disulfidovy mostik, ktory je len jeden, na rozdiel od receptorov CD28, CTLA-4
a inducibilného kostimula¢ného receptoru T lymfocytov (inducible T-cell costimulator, 1COS),
patriacich do rovnakej rodiny, ktoré ich maji dva. Na kazdu molekulu PD-1 sa viaze prave jedna
molekula PD-L1. Formovanie komplexu PD-1/PD-L1 sprevadzaji zmeny v orientécii
aminokyselinovych retazcov a polohe atomov. Vytvaraju sa 4 vodikové mostiky, ktoré komplex
stabilizuju. V tomto protein-proteinovom kontakte hraja ulohu polarne aj hydrofobne vézby, n-n

interakcie a soI'né mostiky (Zak et al., 2015) Interakciu PD-1 a PD-L1 znazornuje obrazok 1.

Obrazok 1: Model interakcie molekul PD-1 a PD-L1

PD-1 je zobrazeny modrou farbou, PD-L1 sivym povrchom. KI'i¢ové miesta pre vdzbu su v oranzovych
krazkoch. Nalavo dole je zobrazena orientacia komplexu PD-1/PD-L1. Prevzaté zo Zak et al., 2015.



PD-1 je exprimovany hlavne na aktivovanych CD4 a CD8 T lymfocytoch a B lymfocytoch,
ale aj na aktivovanych dendritickych bunkéch, prirodzenych zabija¢skych bunkach (ratural killer
cell, NK), prirodzenych zabijaéskych T lymfocytoch (natural killer T cell, NKT) a monocytoch
(Grywalska et al., 2018). Indukcia expresie PD-1 je podmienena aktivacnymi signalnymi drdhami
receptorov T a B lymfocytov (Agata et al., 1996), ale aj vystavenim cytokinom IL-2, IL-7, IL-15
alebo IL-21 (Kinter et al., 2008).

Expresia mRNA kédujuca PD-1 je vyssia u vyCerpanych CD8 T lymfocytov nez u funkénych
CD8 T lymfocytov, o bolo potvrdené aj na proteinovej urovni pouzitim protilatok proti PD-1 (Barber
et al., 2006). Vycerpané T lymfocyty vo vSeobecnosti vznikaju pocas chronickych ochoreni. Podl'a
porovnania vysledkov génovej expresie efektorovych, pamitovych a vyCerpanych CD8 T
lymfocytov s naivnymi bunkami sa zistilo, Ze z celkového poctu 490 génov so zvySenou alebo
zniZzenou expresiou sa az 338 génov vo vyCerpanych bunkach exprimuje odliSne.
NajprekvapujicejSim vysledkom bola zvySena miera expresie mRNA pre molekuly bunkového
povrchu s inhibi¢nou aktivitou. Okrem PD-1 to bolo 13 d’alSich receptorov potencidlne inhibi¢nych
signalizacii (Wherry et al., 2007).

Nadorové mikroprostredie podnecuje indukciu expresie PD-1 ajeho zachovanie na
lymfocytoch infiltrujacich nadory (tumor-infiltrating lymphocytes, TIL). Expresia PD-1 bola
detegovana aj na CD4 a CD8 T lymfocytoch infiltrujicich metastazy melandomu. Podla tejto Studie
sa tiez ukéazalo, ze T lymfocyty v nddoroch maji najviac PD-1, v norméalnom tkanive a periférnej krvi
je jeho mnoZzstvo na bunkach nizsie nez v nadoroch. VysSie mnozstvo PD-1 na bunkéach spdsobuje
vycerpanie a stratu schopnosti efektivnej imunitnej odpovede (Ahmadzadeh et al., 2009).

Mnozstvo PD-1 je spojené aj so stupiiom rakoviny. U pacientov s karcinomom zaludka bola
na CD4 a CD8 T lymfocytoch znadorového tkaniva zistend vécSia expresia PD-1 nez na T
lymfocytoch z normalneho Zalido¢ného tkaniva, priCom ta sa zvySovala so zhorSujucim sa stupiiom
rakoviny (Saito et al., 2013).

PD-1 sa okrem spomenutych buniek vyskytuje aj na nezrelych Langerhansovych bunkach
(Pefia-Cruz et al., 2010). Na neaktivovanych periférnych B lymfocytoch je PD-1 exprimovany
konstitutivne, zatial’ o v germinalnych centrach expresia drasticky poklesne, aby mohla prebehnat
proliferacia B lymfocytov a d’alSie procesy selekcie pamdtovych buniek. PD-1 tak hrd vyznamnu
ulohu v kontrole aktivacie B lymfocytov. Pri §tadiu distribucie PD-1 ako koreceptoru pri aktivacii B
lymfocytov sa zistilo, Ze sa zoskupuje na receptore B lymfocytov (B-cell receptor, BCR) uz 15 minut
po stimulécii, a ostava tak najmenej po dobu 30 minut interferovat’ s transdukénou drahou BCR.

PD-1 tak inhibuje aktivitu B lymfocytov (Thibult et al., 2013).



Dva ligandy receptoru PD-1, PD-L1 a PD-L2, boli identifikované na zaklade prehl'adavania
databazy EST (expressed sequence tag) a hladania homolégie s rodinou génov B7. Hlavnym
induktorom expresie ligandov PD-L1 a PD-L2 je interferén y (IFN-y) (Brown et al., 2003). PD-L1 sa
konstitutivne exprimuje na T a B lymfocytoch, a na APC. Po aktivacii tychto buniek sa expresia PD-
L1 zvysuje. (Freeman et al., 2000). Okrem spomenutych buniek sa PD-L1 vyskytuje aj na bunkach
pluc, pecene, pankreasu, obliciek a sleziny, d’alej na epitelovych, endotelovych a svalovych bunkéch,
a na astrocytoch (Grywalska et al., 2018). PD-L2 sa vyskytuje na APC, ale aj na bunkach placenty,
srdca, pankreasu, pl'ic a peCene (Latchman et al., 2001; Rozali et al., 2012).

Interakcia PD-1 a PD-L1/PD-L2 inhibuje proliferaciu T lymfocytov a znizuje produkciu
cytokinov IFN- vy, IL-10 a IL-2. Inhibicia proliferacie je spdsobena zastavenim bunkového cyklu,
pricom PD-L2 je o nieco menej u¢inny nezZ PD-L1 (Latchman et al., 2001). Zmena T lymfocytu
z kl'udového do aktivovaného stavu vyzaduje ndhlu zmenu hospodérenia s energiou. Aktivované T
lymfocyty potrebuju pre svoju proliferaciu vyssi prijem glukézy a metabolicky obrat. Kostimulacia
T lymfocytov prostrednictvom CD28 vedie k fosforylacii protein kindzy B (PKB) fosfatidylinozitol-
3-kindzou (PI3K). PKB je zodpovednd za zvySeny prijem glukézy a priebeh glykolyzy
u aktivovanych T lymfocytov (Frauwirth et al., 2002). PD-1 ma na kostimulaciu receptorom CD28
protichodny efekt, blokuje indukciu PI3K aktivity, ¢im inhibuje fosforylaciu PKB a zabranuje
vysSiemu prijmu gluk6ézy bunkou a priebehu glykolyzy (Parry et al., 2005). Funkéné ddsledky
interakcie PD-1 s PD-L1 zavisia aj na sile signdlov TCR a CD28. Ak su tieto aktivacné
a kostimulacné signaly dostato¢ne silné, dokazu prekonat’ inhibicny efekt PD-1 (Freeman et al.,
2000).

PD-1 ma na intracelularnom konci dva tyrozinové motivy - immunoreceptor tyrosine-based
inhibition motif (ITIM) a immunoreceptor tyrosine-based switch motif (ITSM). Fosfatazy Src
homology-2 containing protein tyrosine phosphatase 1 (SHP-1) a SHP-2 sa viazu na cytoplazmaticky
koniec PD-1 v T lymfocytoch. Pri aktivacii T lymfocytu sa povrchové receptory TCR (s naviazanym
CD4 alebo CDS8), PD-1 aCD28 viazu na svoje ligandy MHCI I/MHC II, PD-L1/PD-L2
a CD80/CD86, a dostani sa do blizkeho kontaktu. Vytvira sa tak imunologickd synapsia. To
dovol’uje receptorom navzajom interagovat’. Kindza Lck, naviazana na intracelularny koniec molekul
CD4 alebo CD8, fosforyluje tyrozinové zbytky na intracelularnom konci PD-1 a CD28. Fosforylacia
ITSM na intraceluldrnom konci PD-1 sp6sobi, Ze sa okolo neho zaénli zhromazd’ovat’ fosfatazy SHP-
1 a SHP-2, ktoré sa aktivuji. Okolo fosforylovaného konca CD28 sa zhromazd'uji iné signalizacné
molekuly, napr. PI3K. Vdaka blizkosti intracelularnych koncov receptorov v ramci imunologickej
synapsie fosfatdza SHP-2 defosforyluje intracelularny koniec CD28 a zabranuje tak naviazaniu

molekul potrebnych na kostimuldciu T lymfocytov. ZnemoZnenie naviazania PI3K a inych molekul



na receptor CD28 sposobuje znizenie signalizacie v drahach pre proliferdciu, prezitie a efektorové

funkcie T lymfocytov, a produkciu IL-2 (Chemnitz et al. 2004; Seidel, Otsuka, Kabashima 2018;
Obrazok 2).

Obrazok 2: Mechanizmus posobenia signalizacie PD-1/PD-L1

1) naviazanie receptorov TCR na svoje ligandy na APC

2) fosforylacia tyrozinovych zbytkov PD-1 a CD28 kinazou Lkc

3) a)zhromazd’ovanie a aktivacia fosfataz SHP
b) zhromazd ovanie signalizacnych molekul okolo fosforylovaného konca CD28

4) fosfataza SHP-2 svojou aktivitou znemoziuje naviazanie kostimulacnych molekul

5) vysledkom posobenia signalizcie PD-1/PD-L1 je znizené prezivanie, proliferdcia a efektorové
funkcie T lymfocytov

Prevzaté zo Seidel et al., 2018.



Lie¢ba nadorov pomocou protilatok blokujucich signalizaciu

PD-1/PD-L1

Blokada signalizacnej drahy PD-1/PD-L1 sa potyka s vyzvou zvysit podiel pacientov
pozitivne reagujucich na lieCbu. V tejto suvislosti je dolezité¢ definovat’ prediktivne biomarkery, na
zaklade ktorych by sa rozlisili potencidlni pozitivne odpovedajici pacienti. K maximalizovaniu
uspesnej aplikacie lieCby na €o najsirsiu skupinu pacientov prispievaji aj informacie o mechanizmoch
primarnej a ziskanej rezistencie, a moznostiach kombinacie terapii.

Vyhodou liecby blokaciou signalizacnej drahy PD-1/PD-L1 je niz8i vyskyt vedlajSich
ucinkov, pretoze T lymfocyty preferen¢ne vyhl'adavaji antigény povodom z nadoru, nie telu vlastné,
zatial’ o lieCba chemoterapiou poskodzuje okrem nadorovych buniek aj zdravé tkaniva. Dokazom je
napr. Studia na 272 pacientoch, ktora ukazala vysSiu mieru odpovede na liecbu nivolumabom (20%)
v porovnani s tradi¢nou chemoterapiou (9%, liek docetaxel), a nizsi vyskyt vedl'ajSich t¢inkov 3. a 4.
stupna (7% vyskyt pri nivolumabe, 55% vyskyt pri docetaxele) (Borghaei et al., 2015). Kvoli
pozitivam sa terapia blokaciou drahy PD-1/PD-L1 pouziva stale CastejSie, Co vSak znamena aj viac
pacientov trpiacich na vedlajSie u€inky lieCby. NajCastejSie sa vyskytujice vedlajSie u€inky st inava,
nevolnost,, svrbenie a vyrazka, ktoré sa vyskytuju sa u 16-20% pacientov; vedl'ajSie ucinky 3. a 4.
stupna (napr. hnacka, kolitida, zizenie priedusiek, hypotenzia, anafylakticky Sok, poskodenie pecene
a pankreasu, epidermalna nekr6za) sa vyskytuju u 10-14% pacientov (Garon et al., 2015; Lakomy
and Poprach, 2015; Robert et al., 2015; Ribas et al., 2016) Vyskyt zadvaznych, az zivot ohrozujicich
komplikacii si vyzaduje zastavenie imunoterapie a nasadenie kortikosteroidov na potlacenie
autoimunitnych reakcii. UrCenie rizikovych faktorov zodpovednych za navodenie vedlajsich u¢inkov
by pomohlo predpovedat’, ktori pacienti si ndchylni na ich prejavenie (Kartolo et al., 2018).

Napriek celkovo lepSim vysledkom terapie nadorovych chordb blokaciou KBIR st
problémom pacienti, ktori na liecbu len jednym liekom neodpovedaju, alebo sa po prvotnej odpovedi
choroba vrati kvoli vzniku rezistencie na liecbu. Pochopenie mechanizmov odpovede a rezistencie
pomaha odhalit’ biomarkery nielen pozitivnej, ale aj negativnej prognozy, a tieZ kombinacie liekov

veducich k efektivnej liecbe.

Rezistencia voci lie¢be

U¢inné odpoved’ na lie€bu zahfna celi kaskadu procesov, od UispeSnej prezentdcie antigénov

T lymfocytom, cez ich aktivaciu az po znicenie nddorovych buniek. Ak sa v ktoromkol'vek kroku



objavi chyba, lieCba je neu¢innd. Hlavny problém z hladiska vzniku rezistencie predstavuje
nedostatocnd tvorba a funkcia T lymfocytov a zniZzena tvorba pamdtovych buniek. Rezistencia na

liecbu moze byt primérna a sekundérna (Obrazok 3).

Primarna rezistencia

Primarna rezistencia méze vznikat, ak CD8 T lymfocyty nedokazu rozpoznat’ nador, alebo st
neaktivne. D6vodom moZe byt nepritomnost’ dostato¢ne imunogénnych antigénov na nadore (Gubin
et al., 2014).

Dal$im mechanizmom, ktorym sa nador vyhyba zniéeniu, je vylidenie T lymfocytov. Je to
zabranenie ich prenikaniu do nadorového mikroprostredia bez toho, aby boli postihnuté drahy
prezentacie antigénu. Vylucenie spdsobuji mutacné procesy v nadore, napr. aktivacia WNT/B-
kateninovej signaliza¢nej drahy (Spranger et al., 2015), alebo nefunk¢ény tumor supresorovy protein
phosphatase and tensin homolog (PTEN) (Peng et al., 2016).

U primarnej aj sekundarnej rezistencii sa objavuje nedostatocnd odpoved’ nddoru na IFN -y.
Ten produkuja okrem inych buniek aj aktivované CD8 T lymfocyty. IFN -y sa viaze na svoj receptor,
¢o aktivuje kinazy JAK1 a JAK2. Tie fosforyluju proteiny STAT1 a STATS3, ktoré po translokécii do
jadra maji funkciu transkripnych faktorov, ktoré posobia na gény zodpovedné za proliferaciu

nadorovych buniek a ich apoptdzu, a zvySenie expresie PD-L1 (Nowicki et al., 2018).

Sekundarna rezistencia

O ziskanej rezistencii voc¢i terapii sa hovori vtedy, ak sa u pacientov po prvotnej odpovedi na
lieCbu opét’ objavi postup choroby. Mdze sa prejavovat’ rovnakymi mechanizmami ako primarna
rezistencia (strata funkcie T lymfocytov, chybna signalizacia IFN -y).

Nefunkéné ¢i vyCerpané T lymfocyty vznikaja pri ich dlhodobej stimulacii antigénmi, pretoze
zacnu exprimovat’ molekuly PD-1. Ich vyskyt spolu s nedostatkom paméitovych lymfocytov vedie
k opiatovnému rozvoju choroby. Okrem PD-1 sposobuju problémy aj iné receptory potlacujiuce
imunitni odpoved’, napr. CTLA-4, T-cell immunoglobulin mucin-3 (TIM-3), lymphocyte activation
gene-3 (LAG-3) a V-domain Ig suppressor of T cell activation (VISTA) (Nowicki et al., 2018).

Pokles mnoZzstva antigénov exprimovanych nadorom je d’alSou pri¢inou vzniku rezistencie.
Ten mdze nastat’ prave v dosledku terapie. Pri porovnani exénovych sekvencii nddorov NSCLC pred

liecbou a po prejave rezistencie sa zistil pokles mnozstva neoantigénov. Ten bol spojeny s mutaciami



postihujicimi tie miesta peptidu, ktoré si potrebné pre vizbu na MHC. Mutacie zahfnali aj stratu
heterozygozity a delécie (Anagnostou et al., 2017).

Prezentacii antigénov moézu zabranit’ aj mutdcie postihujiice B-2-mikroglobulin a kinazy
JAK1 aJAK2. Ich mutacie boli u pacientov lie¢enych na melandém pozorované az v nadoroch
vzniknutych po relapse choroby, ¢o dokazuje schopnost’ imunoterapie blokéaciou signaliza¢nej drahy
PD-1/PD-L1 vyvolat’ selekciu tych nadorovych buniek, ktoré maju mutacie pomahajice nadorovym

bunkdm vyhnit’ sa imunologickému dohl'adu (Zaretsky et al., 2016).

blokada PD-L 1/PD-L1

@
o A) primarna rezistencia
. 1
. @
—
B) citlivost’ na lie¢bu sekundarna rezistencia

Obrazok 3: Primarna a sekundarna rezistencia

A) primarna rezistencia — pacient neodpoveda na liecbu uz pri prvom podani lieku
B) sekundérna rezistencia — pacient najprv na lie¢bu reaguje, po ¢ase sa vSak u neho vyvinie rezistencia voci
lieku, ¢o vedie k relapsu
Prevzaté a upravené podla Wang and Wu, 2017.

Biomarkery predikujuce odpoved’ na lie¢bu

Rozhodujicim predpokladom na vyber pacientov, ktory by boli vhodni pre efektivnu terapiu

protilatkami blokujucimi KBIR, je identifikdcia vhodnych prediktivnych biomarkerov. Medzi
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faktory, ktoré ovplyviiuji uc¢innost’ liecby protilatkami proti PD-1/PD-L1, patri hlavne expresia PD-
L1, pritomnost’ lymfocytov, ktoré infiltrujii nddor, gendémové zmeny v nadorovych bunkach, ale aj
¢revna mikroflora a funkcie imunitného systému pacientov. Vypracovanie systému hodnotenia tychto
faktorov pomocou predikujucich biomarkerov by malo vyznam pri vyberani pacientov vnimavych na
liecbu. Prinieslo by to ucinnejSie a dlhotrvajuce vysledky liecby s minimalnym zbytocnym zat'azenim

pacientov vedl'ajsimi G¢inkami, a v neposlednom rade aj financné uspory.

Expresia MHC proteinov

Urovent expresic MHC proteinov ma vplyv na mieru odpovede na lie¢bu blokéaciou
signaliza¢nej dradhy PD-1/PD-L1. Na skupine 30 pacientoch s melandmom sa ukézalo, Ze expresia
MHC 1II v bunkach melanému pozitivne koreluje s odpoved'ou na blokddu PD-1/PD-L1. Na liecbu
odpovedalo 79 % MHC II" pacientov, v porovnani s 38 % MHC II" pacientov. Podobny vysledok bol
ukazany aj na inej skupine 23 pacientv, v ktorej pozitivnu odpoved’ na lie¢bu malo 75 % z MHC II"
pacientov, ale len 27 % MHC II" pacientov (Johnson et al., 2016).

U pacientov s melanomom pred imunoterapiou sa bezne vyskytuje znizena expresia MHC I,
alebo jeho uplna absencia, z dovodu straty expresie B-2-mikroglobulinu. Tento stav je spojeny
s postupom choroby, chybajucou odpoved’ou na lieCbu a s nizkym prezivanim pacientov lieCenych
protilatkami proti CTLA-4. Naproti tomu, nizke prezivanie a progresia choroby nesuvisela
s expresiou MHC I u pacientov lieCenych protilatkami proti PD-L1 (Rodig et al., 2018).

Z tychto skuto¢nosti vyplyva, Ze pacienti mozu mat r6znu citlivost’ na protilatky proti CTLA-
4 a PD-1 v zavislosti na expresii molekul MHC I a MHC I1. Zatial’ ¢o odpoved’ na liecbu protilatkami
proti CTLA-4 zavisi na expresiit MHC I (protilatky proti CTLA-4 spdsobia obnovenie efektorovych
funkcii CD8 T lymfocytov, ktoré pre svoj protinddorovy U¢inok vyzaduju prezentaciu antigénov
prostrednictvom MHC 1), odpoved’ na liecbu protilaitkami proti PD-1 mdze byt u melanomu
ovplyvnend expresiou MHC II (prezentacia antigénov prostrednictvom MHC II obnovuje efektorové
funkcie CD4 T lymfocytov; tie méZu mat’ v pripade redukovanej expresie MHC I aj cytotoxicku
aktivitu). V pripade absencie MHC I je preto na zaciatku terapie ddlezita lieCba protilatkami proti
PD-1, a mnozstvo MHC I a MHC II na bunkach nadoru tak slizi ako biomarker predpovedajici
odpoved’ na liecbu (Rodig et al., 2018).
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Expresia PD-L1

PD-L1 je jeden z najprestudovanejsich a najCastejSie vyuzivanych biomarkerov. Jeho vysoka
expresia je spojend s tym, ze v nadoroch prevazujii imunosupresivne mechanizmy a zabrafnuju tak
funkcii T lymfocytov (Spranger et al. 2013). Podl'a stidie na pacientoch s NSCLC, karcindmom
hrubého ¢reva a konecnika, obli¢iek a prostaty je prave expresia PD-L1 na bunkach nadoru faktor,
ktory najviac odraza mieru odpovede na lieCbu, v porovnani s expresiou PD-1 a PD-L2 (Taube et al.,
2014). Hodnotenie expresie PD-L1 imunohistochemickymi metédami naznacilo koreldciu medzi
mnozstvom PD-L1 na nadorovych bunkach pred lie¢bou a odpovedou na terapiu. Vyskyt PD-L1
spdsobuje nie len samotnu existenciu odpovede, ale ovplyviiuje aj jej tcinnost’ (Muller et al., 2017,
Passiglia et al., 2016; Topalian et al., 2012).

FDA schvalil vyuzitie imunohistochemickych postupov ako sprievodnej diagnostiky na
zistenie mnozstva PD-L1. Vyuzitie tychto postupov vSak prinaSa vel'a faktorov, ktoré mozu spdsobit’
rozdielne vysledky v ohodnoteni urovne expresie PD-L1. Takéto analyza expresie PD-L1 nie je zatial
Standardizovana. PouZivaju sa r6zne techniky farbenia a r6zne druhy protilatok, a nie st jednotné ani
urovne, podla ktorych sa urcuje pozitivita testu. Rozdiel je aj v tom, ¢i sa berie do uvahy expresia
PD-L1 len bunkami nadoru, alebo aj bunkami nddorového mikroprostredia. Styri $tidie na mysich
modeloch nezavisle na sebe dospeli k podobnym zaverom, ked’ skiimali ulohu expresie PD-L1 na
roznych druhoch buniek v nddorovom mikroprostredi. Efekt liecby blokéciou drahy PD-1/PD-L1 bol
pozorovany aj v pripadoch, ked’ sa na bunkach nddoru nevyskytoval PD-LI, ale bol pritomny na

bunkach nadorového mikroprostredia (Kleinovink et al., 2017).

Mutaéna zataz

Ucinnost’ imunoterapie zavisi na tom, ako vel'mi je nador imunogénny — schopny vyvolat’ imunitni
odpoved’. Imunogenicita je spojend s poctom somatickych mutacii v nddorovych bunkach
(Alexandrov et al. 2013; Obrazok 4). V nddoroch su Casto nefunkéné mechanizmy na opravu DNA,
preto maju viac mutacii neZ normalne bunky. Tieto mutacie spdsobujli, Ze nadorové bunky tvoria
nové, pre telo nevlastné antigény — neoantigény. Vyskyt a rozpoznanie tychto neoantigénov je

dolezitym predpokladom G¢innosti imunoterapie.
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Obrazok 4: Korelacia medzi mutacnou zat’azou a odpoved’ou na lieCbu

Korelacia medzi mutacnou zatazou u 27 typoch nadorov a odpoved’ou pacientov na liecbu. Percentudlny
vynos odpovede na lieCbu blokacie drahy PD-1/PD-L1 v zavislosti na logaritme strednej hodnote somatickych
mutacii na 10°baz. Podet pacientov, u ktorych bola odpoved hodnotena, je zndzornena velkostou krazkov,
pocet nadorov analyzovanych na zistenie mutac¢nej zat'aze znazoriuje farba kruzku.

MMRA (mismatch repair-deficient)- deficit oprav nespravneho parovania baz, MMRp (mismatch repair-
proficient)- funkény systém oprav nespravneho parovania baz

Prevzaté z Yarchoan et al., 2017

Ulohu tychto mutacii v efektivite lie¢by nadorov podporuju viaceré $tidie. Vacsia mutacna
zat'az sa prejavila napr. vy$Sou ucinnostou lie€by pacientov s NSCLC liecenych protilatkou proti
PD-1 (pembrolizumab; Rizvi et al. 2015). Pri §tudii u¢innosti aktivity lieCby karcinomu hrubého
¢reva a kone¢nika pembrolizumabom sa prejavil vyznam systému na opravu spravneho parovania
baz. Funkény systém sposobuje niz§iu mutacni zataz, ¢o sa prejavilo tym, Ze ani jeden z 18
pacientov na liecbu neodpovedal. V pripade, Ze tento systém nefunguje (mismatch-repair
deficiency), sa najmé v mikrosatelitovych regidnoch chromozémov (miesta s repeticiami DNA)
objavuje velké mnozstvo mutacii, pretoZe tieto miesta st nachylné na kopirovanie vzniknutych
chyb. Nahromadenie mutécii v tychto miestach sa oznacuje ako mikrosatelitova nestabilita.

U pacientov s touto nestabilitou sa zvysil podel tych, ktori odpovedali na liecbu (40 %:; (Le et al.,
2015).
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Vyssi pocet mutacii v nadore sa objavi napr. aj pri nefunkénosti génu BRCA2. Ten hra ulohu
v oprave dvojvlaknovych zlomov DNA a v homologickej rekombindcii. Pri vy§§om pocte mutécii
sposobujicich stratu funkcie v géne BRCA2 sa zvysila aj celkovd mutacnd zataz, ¢o prinieslo

efektivnejs$iu odpoved’ na terapiu protilatkou proti PD-1 (Hugo et al., 2016).

Génové mutacie ovplyviiujice funkciu proteinov

Zmeny v genome nadorovych buniek mézu narusit’ rovnovahu v Ustrednych signalizacnych
drdhach. Aktivacia WNT/B-kateninove] signalizacnej drahy v nadorovych bunkach vedie
k nedostatoCnej aktivicii dendritickych buniek potrebnych na prezenticiu antigénov CD8 T
lymfocytom. Lymfocyty preto neidentifikuju naddorové bunky alebo nie st v nadore pritomné, ¢o
vedie k neucinnosti terapie protilaitkami proti PD-L1 a CTLA-4 (Spranger et al., 2015).

Mutécia v géne pre PTEN spdsobuje aktivaciu PI3K. T4 je zodpovednd za proliferaciu buniek
nadoru. Chybajici PTEN sposobi produkciu imunosupresivnych cytokinov. Nasleduje znizena
akumulacia a aktivita T lymfocytov v nadore, zniZeny pocet lyzovanych buniek nadoru a vznik
rezistencie voci liecbe (Peng et al., 2016; Sun et al., 1999).

Onkogénna signalizacia prostrednictvom mutovaného receptoru pre epidermalny rastovy
faktor (epidermal growth factor receptor, EGFR) dokaze vyvolat zmeny v nadorovom
mikroprostredi veduce k uniku imunitnému systému. Aktivovana draha EGFR v nadore vedie
k zvySenej expresii inhibi¢nych cytokinov a k zvySenej aktivite regulacnych T lymfocytov. Spolu so
znizenim poctu cytotoxickych T lymfocytov vytvara imunosupresivne mikroprostredie, ktoré znizuje
odpoved’ na lieCbu (Akbay et al., 2013).

Biopsie nadorov pacientov, ktorym bol lieCeny melandm pembrolizumabom, ukazali
pritomnost’ mutacii spdsobujucich stratu funkcie génov kdédujucich kinazy JAKI1 alebo JAK2,
a l'ahky retazec MHC I - B-2-mikroglobulin. JAK1 a JAK2 hraja Glohu v signalizacnej drahe IFN v,
ktord ovplyviluje expresiu génov zodpovednych za bunkovll proliferaciu a apoptéozu. p-2-
mikroglobulin je nutny pre spravne zloZenie komplexu MHC I a jeho transport na povrch bunky. Pri
jeho absencii chyba cely komplex MHC I na povrchu buniek. Nador tak nemoZze byt rozpoznany T
lymfocytmi, ¢o vedie k rezistencii na d’alSiu lieCbu (Zaretsky et al., 2016).

Melandémy rezistentné voci liecbe vykazuji transkripéné profily oznacované ako innate anti-
PD-1 resistance (IPRES). Tie zahtniajii zvySenu expresiu (mdze byt také slovné spojenie?) génov
zodpovednych za bunkovi adhéziu, angiogenézu a hojenie ran (Hugo et al., 2016). Transkripcné

profily spojené s rezistenciou k terapii blokddou PD-1/PD-L1 zahffiali aj napr. zvySenie expresie
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génu Laminin subunit alpha 3 (LAMA3) v metastdzach melanému, ktory je spojeny s tranziciou
epitelidlnych buniek na mezenchymalne, a so zlou prognoézou pri karcindéme plic (Ascierto et al.,
2017), alebo gény, ktorych strata v bunkach nddoru znamena zhorSené efektorové funkcie CD8 T
lymfocytov. Ide hlavne o gény potrebné pre prezentaciu antigénov a signaliza¢nu drahu IFN- vy, napr.
gén pre apelinovy receptor (4pelin receptor, APLNR; (Patel et al., 2017). Zmiernenie procesov, ktoré
su zadkladom tejto rezistencie vo¢i PD-1 terapii, moze zlepsit' odpoved’ na terapiu u pacientov

trpiacich melandmom a d’al§imi druhmi rakovin

Nadorové mikroprostredie

Skiimanie rdéznorodosti mechanizmov a dynamiky interakcii v rdmci ndadorového
mikroprostredia je dolezitym faktorom, ktory zvySuje efektivitu liecby a pre jednotlivych pacientov
pomaha vybrat’ terapeutické postupy, ktoré predidu vzniku rezistencie (Koyama et al., 2016).
Nadorové mikroprostredie obsahuje okrem nadorovych buniek aj endotelové a imunitné bunky,
fibroblasty a extracelularnu matrix. Toto prostredie podporuje angiogenézu, nekontrolovatel'ny rast a
metastazovanie nadoru. Pritomnost’ TIL sa povazuje za znak pozitivnej prognozy. Vyskyt TIL totiz
pozitivne koreluje s dizkou doby prezitia. Tvrdenie sa opiera o pozorovania u pacientov
s karcinomom hrubého ¢reva a kone¢nika (Reissfelder et al., 2015) a s NSCLC (Ruffini et al., 2009;
Brambilla et al., 2016).

Pritomnost’ TIL v nadore vSak méze znamenat' aj negativnu progndézu. Zavisi to na type
nadoru. Prikladom je adenokarcindm zaliidka, v ktorom bol vel’ky pocet CD8 T lymfocytov spojeny
s nizkou dobou prezitia a ¢asu bez progresie. CD8 T lymfocyty invadujuce naddor exprimovali vela
PD-L1, ¢o znamend, Ze v tomto type nadoru sa vyvinula rezistencia voci terapii (Thompson et al.,
2017).

Dalsie priklady biomarkerov, ktoré predpovedajii rezistenciu voéi terapii, je pritomnost
regulacnych T lymfocytov a myeloidnych supresorovych buniek. Ich G€inok spolu s PD-1 mdze viest’
k zniZenej funkcii CD8 T lymfocytov, timeniu protinddorovej imunitnej odpovede a d’alSiemu vyvoju
choroby (Kalathil et al, 2013). Aby bola lie¢ba protilatkami proti PD-1 odpoved u¢inna, je
nevyhnutné zniZit’ pocet regulacnych T lymfocytov (Orillion et al., 2017; Taylor et al., 2017).

S negativnou progndzou je spojena aj vysoka expresia indolamin 2,3-dioxigenazy 1 (IDO1).
Tento enzym hra Gllohu v metabolizme tryptofanu, ¢im znizuje jeho mnoZstvo. Nadprodukcia enzymu
v nadorovych a myeloidnych supresorovych bunkich v nddorovom mikroprostredi sa odrazi na

znizenej funkcii cytotoxickych T lymfocytov. VedlajSim produktom metabolizmu tryptofanu je
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kynurenin, latka, ktora spdsobuje zmenu CD4 T lymfocytov na regulacné T lymfocyty. Dosledkom
ich zvySeného poctu a nefunkénych CD4 T lymfocytov je rast nadorov (Schafer et al., 2016),.

Kostimula¢na draha CD28/B7 sa ukézala ako d’alsi potencialny biomarker efektivnej terapie.
Stadium na mysich modeloch ukézalo, Ze signalizacia CD28 je potrebna na zachranu vy&erpanych a
proliferaciu novych CD8 T lymfocytov, a efektivnu terapiu protilatkami proti PD- 1(Kamphorst et
al., 2017) .

Zatial’ co mnozstvo PD-L1 vacSinou pozitivne koreluje s efektivitou liecby, rozvoj signalizacii
inych KBIR nep6sobi pozitivne. V nadoroch, ktoré po prvotnej odpovedi na lieCbu zacali opat’ rast,
sa objavila vysSia expresia alternativnych KBIR, najmid TIM-3. Ten spOsobuje napr. tlmenie T
lymfocytov. Blokacia TIM-3 protilatkami obnovila ich funkciu a efektivitu lie€by. Spustenie
alternativnych drah je d’als$im dokazom, Ze naddory sa pod tlakom imunoterapie stavaju rezistentnymi

vo¢i liecbe.

Virové infekcie

Pritomnost’ virovych infekcii sa v neddvnej dobe ukézala ako potencidlny biomarker
pozitivnej odpovede na imunoterapiu. Proteiny produkované onkogénnymi virusmi posobia ako
nadorovo Specifické antigény. Pre nddorové bunky to prindsa nebezpecenstvo odhalenia imunitnym
systémom, ktorému sa snazia vyhnat' jeho inhibiciou, napr. nadprodukciou PD-L1. Tento trend je
pozorovany pri karcindme Merkelovych buniek spdsobenom polyomavirom Merkelovych buniek
(Wong et al., 2015). Vyssia expresia PD-1, PD-L1 a PD-L2 bola zistena aj pri karcinome zaludka
v pritomnosti viru Epsteina a Barrovej; odpoved na liecbu bola za tychto podmienok u 56%
pacientov (Panda et al., 2018; Ribas and Wolchok, 2018). Dal§im prikladom pozitivnej korelacie
medzi vySSou expresiou PD-1 a pritomnost'ou virusu st pacienti s karcinomom hlavy a krku, ktori st
pozitivni na 'udsky papilomavirus (human papillomavirus, HPV) (Badoual et al., 2013). Pritomnost’
HPV nezmamenala len vysSiu expresiu PD-1, ale aj vysSie percento pacientov odpovedajucich na
lie¢bu pembrolizumabom; pozitivna odpoved bola u 25% HPV" pacientov v porovnani so 14% HPV"

pacientov (Seiwert et al., 2016).

Markery periférnej krvi

Periférna krv je d’alSim zdrojom informacii o potencialnej pozitivnej odpovedi pacientov.

Kedze sa ziskava jednoducho, vzrastol zdujem o determindciu biomarkerov aj v periférnej krvi.
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Stadia na 616 pacientoch trpiacich melanémom lie¢enych pembrolizumabom ukézala, ze dolezita
ulohu pri predikcii liecby md mnozstvo laktat dehydrogenazy a relativne alebo absolitne pocty
eozinofilov, bazofilov a neutrofilov, a absolitny pocet lymfocytov. Hladina laktat dehydrogenazy
korelovala s prezivanim pacientov. Pri zvySeni tejto hladiny 1,7-krat, respektive 2,5-krat nad hornt
hranicu normalu, sa strednd hodnota prezitia sa znizila z 16,1 mesiaca pri normalnej hladine na 8,7
a 2,3 mesiaca. S odpoved’ou na lie¢bu boli spojené aj vysoké pocty eozinofilov a bazofilov. Naopak,
vysoké pocty neutrofilov a leukocytov naznacovali negativnu korelaciu s dobou prezitia (Weide et
al., 2016). Pozitivna koreldcia s prezivanim pacientov bola popisand aj pre pomer neutrofilov

a lymfocytov pred liecbou mensi ako 5 (Bagley et al., 2017).

Crevna mikroflora

Studia na pacientoch trpiacich melandmom a lie¢enych blokaciou PD-1/PD-L1 drahy ukazala
rozdiely v zloZeni ¢revnej mikroflory. Pacienti odpovedajici na lieCbu mali vy$§ie mnozstvo baktérii
¢el'ade Ruminococcaceae a radu Clostridiales. Tiez sau nich vyskytovalo viac anabolickych drah nez
u neodpovedajucich pacientov. Vd’aka tomuto priaznivému mikrobialnemu prostrediu mali zvySena
protinadorova odpoved’ a vyssi pocet efektorovych CD4 a CD8 T lymfocytov so zlepSenou funkciou
na periférii aj v nadorovom mikroprostredi. Naopak, neodpovedajuci pacienti mali mensiu diverzitu
baktérii, zvySené mnozstvo baktérii radu Bacteroidales a zvyseny pocet regulacnych T lymfocytov.
Kvoli obmedzenej infiltracii nadorov T lymfocytmi vykazovali slabsiu protinddorovi imunitna
odpoved’ (Gopalakrishnan et al., 2018).

Dalgia $tadia na pacientoch s melandémom ukazala korelaciu medzi odpovedou na terapiu
protilatkami proti PD-1 a diverzitou baktérii. Pritomné boli napr. rody Bifidobacterium a
Enterococcus. Dokonca su rozdiely aj medzi biodiverzitou u pacientov odpovedajucimi na liecbu
réznymi blokujucimi protiltkami. Pacienti odpovedajuci na ipilimumab a ivolumab maja viac baktérii
druhu Faecalibacterium prausnitzii, Bacteroides thetaiotaomicron a Holdemania filiformis,
a pacienti odpovedajlici na pembrolizumab maju viac baktérii Dorea formicogenerans (Frankel et al.,
2017).

Tieto vysledky ukazuju, ze na modulacii odpovedi na imunoterapiu sa podiela aj ¢revna
mikroflora pacientov. Napriek tymto zisteniam st potrebné d’alSie analyzy samotnych bakterialnych
druhov a ich produktov. Crevna mikroflora je znaéne variabilna. PretoZe na jej zloZenie vplyva vela
faktorov (zlozenie stravy, zivotné prostredie, uzivanie antibiotik, prislusnost’ do etnickej skupiny a
iné), je jej hodnotenie ako prediktivneho biomarkeru obtiazne (Frankel et al., 2017; Gopalakrishnan
et al., 2018; Matson et al., 2018).
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Zaver

Pouzitie inhibitorov KBIR predstavuje vyznamny sposob liecby nadorov. Ddlezitou sucast’ou
takychto terapii je okrem inych aj inhibicia signalizacnej drahy PD-1/PD-L1. Tato drédha oslabuje
efektorové funkcie imunitnych buniek, hlavne CD8 T lymfocytov, hlavnych buniek zodpovednych
za cytotoxicky efekt na nadorové bunky. Napriek pozitivam, ktoré lieCba inhibiciou signaliza¢nej
drahy PD-1/PD-L1 prinasa oproti tradiénym postupom, a Sirokému spektru nadorov, ktoré je tato
terapia schopna lie€it, ostdva velkym problémom malé percento odpovedajicich pacientov, a vela
faktorov, ktoré uc¢innost’ nepriaznivo ovplyviiuju.

LepSie chépanie vzt'ahov medzi imunitnym systémom, spravanim nadoru a mechanizmom
posobenia signalizacie PD-1/PD-L1 by umoZnilo efektivnejSie vyuZitie tejto terapie, jej nasadenie uz
v skorSich §taddiach choroby, atiez jej kombindciu s inymi druhmi terapie. PouZivaju sa napr.
inhibitory inych KBIR (TIGIT, TIM-3), peptidové vakciny u naddorov s nizkou muta¢nou zat'azou,
lokélna aplikacia onkolytickych virusov, a pouzitie radioterapie (Sakuishi et al., 2010; Karyampudi
et al., 2014; Chauvin et al., 2015; Sharabi et al., 2015; Shaverdian et al., 2017; Bourgeois-Daigneault
et al., 2018; Samson et al., 2018). Pri rozhodovani, ktory typ kombinacie by bol vhodny pre
konkrétneho pacienta, ale aj pri hladani novych kombindcii, by mali poméhat prediktivne
biomarkery. Aby bol vysledok kombinacie blokacie signalizacie PD-1/PD-L s inymi moznostami
terapie optimalny, su potrebné d’alSie klinické testy.

Vyuzivanie imunoterapie v liecbe onkologickych pacientov je ddlezitym krokom, vdaka
ktorému pribidaju pacienti zijuci bez priznakov, popripade ti, ktori sa vylie¢ia. Nevyhodou vsak je,
ze nie vSetky druhy nddorov na fiu odpovedaji svojou regresiou. Je preto dolezité pokracovat
v snahdch o ¢o najlepSie pochopenie mechanizmov posobenia inhibitorov KBIR a vyvijat’ usilie na

to, aby z tejto lie€by malo prospech o najviac pacientov.
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