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Abstrakt

Imunitni systém je podle ,,danger modelu aktivovany endogennimi molekulami
uvolnénymi zumirajicich bunék, které v extracelularnim prostiedi slouzi jako signaly
nebezpeci. Jedna se o takzvané DAMP (,,danger-associated molecular pattern®) molekuly.
Nekrotickd smrt a prozanétlivé typy programovanych bunéénych smrti charakterizované
poruSenim plazmatické membrany jsou povazované za imunogenni, zatimco apoptoza byla

puvodné definovana jako tolerogenni typ smrti.

Za nékterych okolnosti vSak muZze byt imunitni odpovéd’ iniciovand i apoptotickou
buitkou, kterd je schopna externalizovat DAMP molekuly nové popsanymi sekrecnimi
drahami. Tento jev byl pozorovany na nadorovych bunikach jako nésledek nékterych Siroce
pouzivanych terapeutickych postupti a byl nazvany imunogenni bunécna smrt (,,immunogenic

cell death® — ICD). Soucasti této prace je nomenklatura vybranych typ bunééné smrti.

Cilem této bakalafské prace je poskytnout evidenci o stavajicich experimentalnich
dikazech, které podporuji teorii ICD pii vyvolani imunitni odpovédi in vivo. Déle zhodnotim
Casto pouzivanou korelaci s objevenim typickych DAMP molekul na povrchu nadorovych

bunék ¢i sekreci téchto molekul do extracelularniho prostiedi.
Klic¢ova slova
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Abstract

According to the danger model, the immune system is activated by endogenous
molecules known as danger-associated molecular patterns (DAMP) that are externalized from
the interior of a dying cell to the cell surface or released into the extracellular space. Due to
the loss of plasma membrane integrity a necrotic cell death as well as several types of
proinflammatory programmed cell death are considered to be immunogenic, whereas

apoptosis, on contrary, has been initially defined as a tolerogenic type of cell death.

However, under certain circumstances, the immune response can be initiated by an
apoptotic cell after exnternalization of DAMP molecules by newly described secretory
pathways. This phenomenon was observed on tumor cells as a result of some widely used
therapeutic modalities and is known as immunogenic cell death (ICD). Nomenclature of

selected types of cell death is part of this thesis.

The aim of this bachelor thesis is to provide an evidence of the experimental support for
ICD theory during in vivo initiation of the immune response. I will evaluate the correlation
between ICD and the induced exposure of DAMP molecules on the surface of tumor cells or

their secretion to the extracellular space.
Keywords

tumor, chemotherapeutic drugs, danger model, adjuvant, DAMP, calreticulin, ATP, type I
interferon, HMGB1, PERK, ER stress response, ROS, apoptosis, antitumor immunity,

dendritic cell
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1. Uvod

Utelem imunitniho systému (,,immune system* — IS) je udrzovani homeostazy organismu.
IS je tvofeny pfirozenou a adaptivni slozkou, jejichz spoleCnym ukolem je rozeznat
potencialné¢ nebezpecnou strukturu a eliminovat ji. Bunky pfirozeného IS, napiiklad
makrofagy, granulocyty, NK buiikky a dendritické buiky (,,dendritic cell* — DC), jsou
aktivované v pfitomnosti adjuvans — latek, které jsou schopné vyvolat imunitni odpovéd.
Tyto buiiky jsou nasledné schopné aktivovat adaptivni ¢ast IS, tedy T a B lymfocyty, které jiz
cili odpovéd’ proti konkrétnimu antigenu (,,antigen*“ — Ag). Ag je jakdkoliv struktura, proti
které je IS schopen vytvofit protilatky. Buiiky adaptivniho IS jsou zodpovédné na vznik
imunologické paméti umoziujici rychlejsi reakei pii opakovaném setkani s danym Ag a jsou

tedy zodpovédné za efekt vakcinace diskutovany v této praci.

Princip rozhodovani IS o tom, zda bude na urcitou molekulu reagovat, je jednim ze
zékladnich témat imunologie. Piiblizné od roku 1960 prevlddal takzvany ,self-nonself™
model. Védci se domnivali, ze IS, a to pfedevSim jeho adaptivni slozka, rozliSuje vlastni
molekuly od cizich a Ze je to pravé cizorodost, ktera vyvolavéa imunitni reakci'. Tento model
vSak nedokazal vysvétlit vSechny ptipady aktivity a selhani IS, naptiklad toleranci plodu
béhem t&hotenstvi & Cetna selhdni v rejekci mutovanych nadord? a byl proto postupné

nékolikrat upraveny a pozdéji plné nahrazeny novym paradigmatem.

K aktivaci nezkusenych T a B lymfocytli jsou nutné dva signaly. Prvnim signalem je
vazba cilen¢ho nativniho Ag na Ag-specificky receptor B lymfocytl (,,B-cell receptor* —
BCR), respektive jeho kratkého strukturniho fragmentu na receptor T lymfocyth (,,T-cell
receptor — TCR). V roce 1989 Charlie Janeway navrhl ve svém ,,stranger” modelu, ze druhy
signdl lymfocytim poskytuji kostimulacni molekuly pfitomné na aktivovanych a
maturovanych Ag-prezentujicich bunkéch (,,antigen presenting cell — APC). Aktivace APC
je zajistovand vazbou PAMP (,pathogen associated molecular pattern®), molekul
specifickych pro patogeny, na ,,pattern recognition* receptory (PRR), které dle tohoto modelu
urcuji, zda bude Ag vyskytujici se v misté a case spolu s PAMP vnimany jako asociovany s

infekci a bude proti nému zahdjena odpovéd’, nebo zda bude tolerovany”.

Neschopnost vysvétlit pomoci ,,stranger modelu vznik autoimunitnich chorob, reakci
IS proti nadortim nebo rejekce transplantati i v nepfitomnosti infekce a PAMP, respektive
béhem sterilniho zanétu, vedla Polly Matzinger k navrzeni ,,danger” modelu. Podle tohoto
modelu reaguje IS spiSe na poskozeni integrity bunék organismu, které signalizuje nebezpeci
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a poruseni homeostazy, nez na pouhou cizorodost Ag materialu?. IS je tedy aktivovany nejen
patogennimi PAMP, ale i molekulami vlastniho t€la, které plni za fyziologickych podminek
funkce uvnitf bunck. Tyto takzvané DAMP (,,danger associated molecular pattern®) molekuly
sekretované klasickymi nebo alternativnimi drdhami z poskozenych buné¢k, nebo pasivné
unikajici z bun¢k s poruSenou plazmatickou membranou (,,plasma membrane* — PM), jsou
totiz rozeznavané stejnymi PRR jako PAMP. Mezi DAMP molekuly patii predevsim
nukleové kyseliny a s nimi asociované proteiny — napiiklad ,,high-mobility group box 1
protein (HMGBJ1) a histony, dale mezi n¢ fadime mitochondridlni a jiné proteiny uvolnéné
neklasickou, takzvanou ,,leaderless sekrecni drahou (,,leaderless secretory pathway* — LSP)
— napiiklad proteiny teplotniho Soku (,,heat shock protein“ — HSP) a déale malé

cytoplazmatické molekuly — napiiklad adenosintrifosfat (,,adenosine triphosphate* — ATP)’.

PRR po vazbé PAMP a DAMP molekul aktivuji celou tadu prozanétlivych
signaliza¢nich drah. Zanétlivd reakce je zdsadni jak pro opravu tkani, tak 1 pro likvidaci
patogeni. Zanét, ktery neni nasledkem napadeni téla patogennim organismem, je oznaovany
jako sterilni a je iniciovany uvolnénim DAMP molekul do extracelularniho prostiedi. Obé
formy zanétlivého procesu jsou charakterizované atrakci trombocytd a neutrofild do mista
zénétu, produkci prozanétlivych cytokinli a chemokini a néslednou indukei adaptivni
imunitni odpovédi. Pokud nedojde k eliminaci zanétlivého podnétu (regeneraci tkan€, nebo
odstranéni infekéniho agens), miize zanét prejit do chronického stavu. Nasledkem amplifikace
zanétlivé reakce pomoci dale se uvolitujicich DAMP molekul dochéazi k masivnimu poSkozeni

bunék a tkani®.

Eukaryotické buiiky jsou ohrani¢ené intaktni PM, kterd funguje jako selektivni bariéra
oddé@lujici intraceluldrni a extracelularni prostfedi. Pro udrZeni homeostazy v bunkéach je
zéasadni schopnost udrzet gradienty koncentraci iontli a dalSich malych molekul, a to nejen na
PM, ale i na vSech intracelularnich membranach. PoruSeni homeostdzy a integrity membran

nebo jiné fyzické naruseni vnitiniho prostiedi buiiky vétsinou vede k jeji smrti’.

Existuje mnoho typli bunécné smrti vice ¢i méné specifickych pro urcity bunéény typ.
Kromé hlavnich a svym zpisobem extrémnich pifipadi bunécné smrti, apoptodzy a nekrozy,
rozliSujeme téz dalsi typy, napiiklad nekroptoézu a pyroptdzu.

Nekroza je charakterizovana zvétSenim buiiky, okamzitym poruSenim integrity PM a

vylitim cytoplazmy do extracelularniho prostfedi. Neni zavisla na aktivaci kaspdz a na energii

ve form& ATP. Apoptdza je naopak regulovany a energeticky naro¢ny proces dilezity nejen



béhem ontogeneze, ale téZ pro b&Znou obnovu tkani® a zpravidla nevede k iniciaci imunitni

odpovédi, ale k jejimu utlumeni — k imunitni toleranci.

Na zakladé¢ dat ze tii laboratofi, které jsou navzajem historicky propojené persondln¢ a
spole¢nymi publikacemi’, byla popsand nova forma smrti nadorovych bunék, kterd je
charakterizovand zvySenym imunogennim potencidlem in vivo v mySich imunokompetentnich
modelech, a kterd je oznaCovand terminem imunogenni bunéfnd smrt (,,immunogenic cell
death — ICD). ICD je dle definice typ programované bunééné smrti, ktery vyvola
terapeuticky relevantni adaptivni imunitni odpovéd’ proti pfitomnym Ag mrtvych naddorovych
bun¢k v nepfitomnosti dalSich pifidanych adjuvans (PAMP a DAMP) diky postupnému
uvoltiovani DAMP molekul z téchto umirajicich bunék®. S ICD je spojovana sekrece
interferont (,,interferon* — IFN) typu I a externalizace typickych DAMP molekul, mezi které
patii proteiny teplotniho Soku kalretikulin (,,calreticulin®“ — CALR), HSPA1A (HSP70) a
HSP90AA1 (HSP90), jaderny protein HMGBI1 a ATP.

Nékteré z induktort ICD se v sou€asnosti vyuzivaji v klinické praxi pii 1écbé nadora.
Jedna se naptiklad o rGznd chemoterapeutika, predevsim antracyklinovd, ale téZ o
mitoxantron, oxaliplatinu, cyklofosfamid ¢i bortezomib!?. Pro vyvolani ICD je mimo jiné také
vyuzivand radioterapie, ultrafialové zafeni C (,,Ultraviolet-C* — UVC)!'!, fotodynamicka
terapie (,,photodynamic therapy* — PDT)!? & mechanické poskozeni bunék vysokym tlakem
(,,high hydrostatic pressure — HHP)'?,

Cilem této prace je provést analyzu experimentalnich potvrzeni externalizace DAMP
molekul asociovanych s ICD na povrch nadorovych bunck, ptipadné jejich sekrece do
extracelularniho prostoru. Data by méla pochéazet pfedevsim z laboratofi nezavislych na vyse
zminénych tfech spoluobjevitel ICD a méla by kromé in vitro experimenti zahrnovat i
oveéfeni schopnosti danych nadorovych bun€k po indukci ICD iniciovat protinadorovou
imunitni odpovéd’ v in vivo mySim syngennim modelu (vétSinou BALB/c nebo C57BL/6),

pifipadné spontannich nadorovych mysich modelech.
2. Kompartmentalizace buriky se zaméfenim na ER

Bunka je ohrani¢ena PM, ktera tvoii bariéru mezi extracelularnim a intracelularnim
prostiedim. Membrany zaroven ohrani¢uji 1 intracelularni kompartmenty liSici se od
cytoplazmy svym molekularnim sloZzenim a funkci. Roli téchto membran je regulace
lokalizace proteini a udrzeni gradientii koncentraci iontl a jinych malych molekul, jejichZz

zmeény jsou stimulem pro aktivaci Sirokého spektra signaliza¢nich drah. Kompartmenty tvofi



komplexni membranové kontinuum tdhnouci se od perinuklearniho prostoru, pies
endoplazmatické retikulum (,,endoplasmic reticulum™“ — ER), Golgiho aparat (,,Golgi

apparatus® — GA) a trans-Golgi va¢ky az po PM’.

2.1. Sekrecni drahy

Do lumen ER jsou lokalizované proteiny obsahujici na 5° konci ORF (,,open reading
frame*) sekvenci pro hydrofobni signalni peptid (,leader” sekvenci), ktery je ptredurcuje
k sekreci z buiiky klasickou sekre¢ni drahou — transportem z ER pfes GA na PM. Proteiny
mohou byt z buiikky sekretované nejen klasickou drédhou, ale i alternativnimi cestami. Tyto
dréhy jsou vétSinou aktivované po stresovém ¢i zanétlivém podnétu a jsou vyuZzivané
pfedevSim cytoplazmatickymi proteiny postradajicimi transmembranovou doménu nebo

signalni peptid'#. Takové proteiny pak Casto extracelularné plni funkci DAMP.

Jednou z alternativnich drah je ,,leaderless* sekre¢ni draha (LSP). Sekrece touto cestou
muze byt zprostfedkovand tvorbou porGt v PM nebo prostiednictvim flize membran,
autofagozomy a endozomy a ve zvlasStnim piipadé i transportéry ABC (,,ATP binding
cassette) rodiny'*. Autofagozomy jsou cytoplazmatické vacky ohrani¢ené dvojitou
membranou, které obsahuji cytoplazmatické komponenty a organely. Jejich fuzi s lyzozomy
vznikaji autofagolyzozomy, ve kterych je material regulované degradovany. Vyznamnym
proteinem sekretovanym LSP je prozanétlivy cytokin IL-1B fazeny mezi DAMP molekuly,
ktery miize byt uvoliiovany jak skrze pory pti zanétlivém podnétu'®, tak i béhem hladovénim

indukované autofigie z autofagozomi'®.
2.2. Odpovéd’ na nesbalené proteiny (UPR)

ER je kompartment bohaty na chaperony, ktery je mimo jiné zodpoveédny za kontrolu
kvality nove syntetizovanych proteinti. Pfi stresem vyvolanych poruchach v biosyntetické
draze dochazi v ER k akumulaci Spatné sbalenych proteini, jejichz piitomnost aktivuje
takzvanou odpovéd’ na nesbalené proteiny (,,unfolded protein response” — UPR). UPR je
zprostiedkovana tiemi transmembranovymi proteiny: ERNI, EIF2AK3 (,,pancreatic ER
kinase-like ER kinase* — PERK) a ATF6, které jsou aktivované po vyvazani jejich spole¢ného
inhibitoru HSPAS (,,binding immunoglobulin protein® — BiP) nahromadénymi proteiny (viz

obrazek ¢. 1). Jejim cilem je obnoveni proteostizy a zachrana buiiky!”.
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Obrazek ¢. 1: Odpoveéd na Spatné sbalené proteiny (UPR). Pii akumulaci $patné sbalenych proteint
dochazi v ER k jejich vazbé na BiP protein, a tedy aktivaci PERK, IREla a ATF. Cilem UPR je zajistit pteziti
buiiky, nebo navést bufiku do apopt6zy zapojenim CHOP proteinu. Pievzato z 7

Jednim z mechanismti UPR je celkové snizeni intenzity AUG-zavislé translace na
tRNAmet a zvySeni exprese chaperoni HSP70 a HSP90, jejichZ transkripty maji alternativni
start (non-AUG) kodoén. Tento proces je iniciovany PERK-zprostiedkovanou fosforylaci
EIF2S1 (,.eukaryotic initiation factor 2a* — elF2a)'®!°. Pfi mirném stresu tak UPR usnadiiuje
obnoveni proteostazy. Pokud je vSak stres pfili§ zdvazny a buiiku nelze zachranit, UPR ptepne
na program vedouci k apoptotické programované smrti. Za aktivaci apoptozy je zodpovédny
CHOP (DDIT3) protein, ktery inhibuje antiapoptoticky protein BCL2 a aktivuje
proapoptotické ,,BH3-only* proteiny. Téz zastavuje bunétny cyklus pomoci GADD34

proteinu, ktery zprostiedkuje defosforylaci elF2a, a tedy obnoveni translace!’

3. Protinadorova imunitni odpovéd’
3.1. ,,Danger* model indukce imunitni odpovédi
Na zaklad¢ ,danger” modelu* neni primdrnim tkolem IS rozeznat cizorodost, ale

chranit organismus pied nebezpeCim. Impulz k aktivaci IS miize pochézet 1 z vnitiniho

prostiedi organismu a piitomnost cizich latek ¢i patogenii tedy neni nezbytna*. Obecné je IS



fizen kontextem stavu tkani. Pokud jsou zdravé a ve stavu homeostazy, navozuji toleranci.

Pokud jsou poskozené, dochazi k aktivaci bunék ptirozeného a nasledné i adaptivniho IS.

Pro aktivaci nezkuSenych T lymfocytii jsou nutné dva signaly. Prvnim je rozeznani Ag-
peptidu v komplexu s glykoproteiny hlavniho histokompatibilniho komplexu (,,major
histocompatibility complex* — MHC) pomoci vysoce specifického TCR a s nim asociovanych
koreceptord CD8 (pro vazbu MHC-I) a CD4 (pro vazbu MHC-II). Vnitini Ag buiky,
kédované v jejim genomu, jsou po proteosyntéze a nasledné ubiquitinylaci a proteolyze v
proteazomu transportované do ER, kde jsou vystavované na MHC L. tfidy (MHC-I) a nésledn¢
rozeznavané TCR na cytotoxickych T buiikach s koreceptorem CD8 (,,cytotoxic T cell* — Tc).
Naopak pohlcené vngjsi Ag jsou prezentované na MHC II. ttidy (MHC-II) v endocytické
draze a nasledné rozezndvané¢ TCR na pomocnych T buiikach s koreceptorem CD4 (,,T helper
cell“ — Th). Druhym nezbytnym signalem je kostimulace prostfednictvim inducibilnich
receptortt B7 rodiny, konkrétné CD80 a CD86 molekul, které se objevi ve velkém mnoZstvi

na aktivovanych a zralych APC po jejich stimulaci PRR (viz obrazek ¢. 2)%.

Stranger model Danger model

ALK QAL »
Pathogen ) 7T Necratic
Vs _:"' €. cell death

R
20

‘/ Release of DAMPs
[ e

g ] DAMP
- receptor

Peptide MHC CDE0 and/or CDB&
complex O comstimulatory
i i molecule

Migration to
lymph node

Obrazek ¢. 2: , Stranger” a ,,danger* model. DC jsou aktivované vazbou PAMP a DAMP na PRR. Po
maturaci exprimuji DC kostimula¢ni molekuly CD80 a CD86 a vystavuji Ag-peptidy navazané v komplexu
s MHC glykoproteiny. Zaroven migruji do lymfatickych uzlin, kde stimuluji Ag-specifické T lymfocyty.

Pievzato z 2!



3.2. Imunogenita nadorovych bunék

Nador je utvar tvofeny bunkami vlastniho ptivodu, které se ovSem nekontrolovatelné
deregulace bunécného cyklu a apoptdzy jako nasledek objeveni vice fidicich (,,driver) mutaci
v protoonkogenech nebo tumor supresorovych genech. To jsou vétSinou geny kodujici
proteiny zodpovédné za regulaci replikace a oprav DNA?2. Béhem téchto procesil se na

nadorovych buiikach objevuji stresem-indukované vlastni molekuly.

Nadorové bunky jsou vlastnimi buitkami organismu a v klidovém stavu nejsou primarné
imunogenni, a to 1 piesto, Ze exprimuji ndhodné¢ klonalné¢ vzniklé mutované proteiny,
takzvané neoAg, respektive jejich prislusné linedrni neoepitopy. Imunitni odpovéd neni
spusténa v pripadech, kdy nador tlumi aktivné cely IS nebo v pfipad¢, kdy neni schopny
aktivovat APC prostiednictvim jejich PRR. Pouze APC maji schopnost poskytnout
imunokompetentnim, ale nezkusenym lymfocytim nezbytné kostimulaéni signaly*. Aktivace
buné¢k ptirozené imunity vazbou DAMP a PAMP molekul na PRR tedy nezbytné pfedchazi
iniciaci adaptivni protinddorové imunity a je zasadni pro identifikaci a naslednou eliminaci
nadorovych bunék adaptivni casti IS. K uplné eliminaci nadorovych bunék dochdzi az po
rozeznani nadorové specifickych Ag (,,tumor-specific antigens* — TSA), které jsou jedinecné
pro kazdy nador a mezi kter¢ fadime i1 vySe zminéné mutované neoepitopy, a nebo po
rozeznani Ag asociovanych snadory (,,tumor-associated antigens“ — TAA), které jsou
prezentované jak transformovanymi, tak i normalnimi bufikami®. V boji proti nidoru se

koordinované uplatiiuji efektorové mechanismy ptirozeného i adaptivniho IS.

3.3. Mechanismy protinadorové imunitni odpovédi

IS vyviji na nadorové buiiky trvaly selekéni tlak vedouci k pteziti takovych nadorovych
bunék, které jsou schopné uniknout jeho mnohocetnym efektorovym mechanismim. Tato
hypotéza imunitniho dohledu a editace nddoru ma tfi faze: 1) eliminaci nddorovych bunék,
béhem které IS rozeznava a likviduje nadorové transformované bunky, 2) ustanoveni
rovnovahy mezi nddorovymi bunikami a organismem, kdy nadorové buiiky sice proliferuji, ale
jejich riist je omezovan probihajici imunitni odpovédi, 3) mutacemi indukovany vznik novych
kloni nadorovych bunék, které jsou schopné uniknout kontrole IS a v dlouhodobém procesu
vyvoje spontannich nadorti dokazi nésledné vytvofit silné imunosupresivni prostiedi, které
buiiky IS uc¢inn€ inhibuje, a to 1 na systémové Urovni. Zaroveinn vSak tyto klony nédhodné

vytvati i nové antigenni cile (neoAg), které mohou byt rozeznivané T bunéénymi klony?*.



Jedna se totiz o naprosto ndhodné d¢je — jak mutace v nadorové bunice, tak i rekombinace

TCR kazdého klonu T bunék.

Infiltrace nddoru imunitnimi buitkami mutize, ale nemusi vést k protinddorové imunitni
odpovédi. Bunky IS mohou téz ve stavu chronického zanétu podporovat vyvoj nadoru od jeho
pocatku az po tvorbu metastaz. Vzdy zalezi na funkénim stavu a polarizaci konkrétnich

imunitnich bunék®.

3.3.1. Prirozena imunita

O aktivaci bun¢k pfirozené imunity rozhoduje bilance mezi signalizaci z aktiva¢nich a
inhibi¢nich receptor. Béhem indukce protinddorové imunitni odpovédi jsou v
ramci ptirozeného IS ucinné predevS§im mechanismy makrofagh a NK (,natural killer*)
bunék. Oba typy bunék disponuji inhibi¢nimi receptory, které reaguji na sniZeni exprese
vlastnich povrchovych znakti jako castého nésledku nadorové transformace. Makrofagy
fagocytuji nadorové bunky po ztrat€¢ inhibice SIRPA receptoru, ktery rozeznava normalni
vysokou expresi antifagocytické molekuly CD47 (,,don’t eat-me* signal), nebo po interakci
s profagocytickymi molekulami (,,eat-me* signaly), napfiklad po vazbé CALR na CD9I.
Makrofdgy mohou nésledné prezentovat nadorové Ag na MHC-II a aktivovat tak Th buiiky?®,
pfipadné zkiizené prezentovat neoAg na MHC-I a aktivovat piimo Tc bez pomoci Th
bunék®’. Antifagocyticky efekt ma i nové popsany inhibi¢ni receptor makrofagii LILRBI,
ktery interaguje s MHC-I, respektive s f2-mikroglobulinem?®,

NK bunky jsou schopné rozeznat potencialn€ nebezpecné bunky pomoci svych
aktivacnich a inhibi¢nich receptorii. Reaguji na nedostatecnou expresi MHC-I, ktera vyvola
aktivaci licencovanych NK bunék ztratou signalu z inhibi¢nich KIR receptord (takzvana
,missing-self* hypotéza)*®. Naopak licencované i nelicencované NK buiiky jsou schopné
reagovat na produkci stresem indukovanych molekul (naptiklad MICA a MICB), které
stimuluji jejich aktiva¢ni receptory (napiiklad NKG2D)%. V obou piipadech dochazi béhem
aktivace NK bunck k jejich degranulaci a uvolnéni cytotoxickych proteini indukujicich
v cilovych buiikach apoptézu. Zaroven produkuji IFN-y, ktery zpétné posiluje expresi MHC-
IT v makrofazich a DC a podili se tim nepfimo na aktivaci bun¢k adaptivniho IS. Makrofagy i
NK buniky mohou byt téZ aktivované vazbou nizkoafinniho Fcy receptoru CD16 na protilatky
na naddorovych buiikach. V tomto pfipadé se jednd o takzvanou ADCC (,,antibody-dependent

cellular cytotoxicity*) reakci?’.



3.3.2. Adaptivni imunita

Béhem adaptivni protinadorové imunitni odpovédi se uplatiuji predevSim efektorové
mechanismy T lymfocytii. Nezkusené T lymfocyty rozeznavaji nddorové Ag nejdiive v MHC
komplexu na APC v sekundarnich lymfatickych organech (pfedevSim v uzlindch), kde
dochazi kjejich aktivaci, a poté pfimo na nadorovych buiikich (viz obrazek ¢&. 3)*°.
Aktivované Tc zabijeji nadorové buniky po rozeznani Ag na jejich povrchu dvéma hlavnimi
mechanismy. Na svém povrchu exprimuji ligandy (FasL a TRAIL), které po vazbé na
takzvané ,,receptory smrti* piitomné mimo jiné i na nddorovych bunikach indukuji jejich smrt,
ktera ma apoptoticky charakter. Druhym efektorovym mechanismem Tc je exocytoza
cytoplazmatickych granuli, které obsahuji cytolytické proteiny tvofici pory v membrané
nadorovych bun¢k (PRF1) a enzymy aktivujici program apoptozy stépenim kaspaz (granzymy

GZMA a GZMB)?!. Jedn4 se tedy v principu o shodny mechanismus jako u NK bunék.

Trafficking of
T cells to tumors
7 (CTLs
.\4/_: | )

Priming and activation
(APCs & T cells) o )
S

5\ Infiltration of T cells
e/ into tumors
(CTLs, endothelial cells)
lymph node

Cancer antigen :/Q‘-\I
presentation =/
(dendritic cells/ APCs) r’é'\.
"=/ Recognition of
cancer cells by T cells
(CTLs, cancer cells)

Release of g
cancer cell antigens Killing of cancer cells
(cancer cell death) (Immune and cancer cells)

Obrazek ¢. 3: Imunitni reakce T lymfocyti proti nadoru. Cyklicka reakce proti nadorim zahrnuje 7
hlavnich krokt. Za¢ina uvolnénim Ag z nadorovych bunék a jejich prezentaci na povrchu APC v lymfatickych
uzlinach T lymfocytim. Aktivované T lymfocyty poté putuji do mista nadoru, kde rozeznavaji nadorové buiky a

zabijeji je. Pfevzato z 3

Th bunky jsou zodpovédné predevsim za polarizaci odpovedi k prozanétlivému Thl a
Th17 typu a vytvateji lokalni cytokinové prostfedi aktivujici Tc (hlavné Tcl) a makrofagy

typu M1, které nasledné zabijeji a odstrafiuji nadorové buiiky>’.

Prestoze B lymfocytim neni pfipisovand tak vyznamnd role béhem protinddorové
odpovédi jako T lymfocytiim, mohou fungovat lokdln¢ v nddoru jako APC pro aktivované a

pamétové Tc buiky, ale dokonce i1 sekretovat cytolyticky GZMB ¢i produkei cytokind
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podporovat ostatni buiiky I1S*. ICD je vsak, co se ty¢e adaptivni imunity, spojovana pouze
s indukci T bunécné odpovédi, a proto neni B bunéénd odpovéd’ v dalsich kapitolach této

prace zminovana.

3.3.3. Suprese IS nadorem

Nédorové bunky dokdzi aktivné navozovat imunosupresivni podminky a ovlivnit tak
bunky IS. Nadorové mikroprosttedi se vyznacuje pfitomnosti takovych APC, které nejsou
schopné efektivni kostimulace a zkfiZzené prezentace, ale naopak navozuji toleranci T bun¢k, a
to predevsim produkci supresivnich cytokini jako je naptiklad TGFp (,,transforming growth
factor ) a ligandli inhibi¢nich ,,checkpointi®. Stejnou funkci maji i s nddory asociované
makrofadgy (,,tumor-associated macrophage”“ — TAM), které navic pfispivaji 1 k tvorbé
metastaz. Na IS plsobi inhibi¢né také nadory indukovany vznik myeloidnich supresorovych
bun¢k (,,myeloid-derived suppressor cells — MDSC), které nejsou schopné diferencovat do

funkénich DC &i do prozanétlivych makrofagi** a nasledné pisobi systémovy ttlum IS.

Supresorové T bunky (,, regulatory T cells* — Treg) maji inhibi¢ni efekt na APC, které
v jejich pfitomnosti snizuji expresi kostimulaénich ligandti a ztraci schopnost aktivace Tc*.
Na T lymfocytech mohou byt exprimované i inhibicni receptory (takzvané inhibicni
,,checkpointy*), konkrétné¢ CTLA4 a PD-1. Interakce s jejich ligandy (CD80, CD86 a PD-L1)
inhibuje efektorové klony aktivovanych T lymfocyti v nadorovém mikroprostiedi a tim i
probihajici imunitni odpovéd?*. Piitomnost B bunék v nddoru je spojovana s jeho progresi
diky jejich podilu na vzniku angiogenniho a prozanétlivého prostiedi a na supresi aktivace Tc.
Jimi produkované protilatky tvofi imunokomplexy s Ag a atrahuji MDSC. Subpopulace
regulac¢nich B bunck téZ produkuje imunosupresivni cytokiny 11-10 a TGFp, které jsou jinak

produkované predevsim Treg buiikami®>.
4. Typy bunécné smrti a jejich vliv na aktivaci IS

Buiika je povazovana za mrtvou po ukonceni bunécnych procest (napiiklad produkce
ATP a udrzovani oxido-redukéni homeostazy), poruSeni integrity PM a tedy ztraté
membranového potencialu, nebo po fragmentaci buiiky do t&lisek jako v piipadé apoptozy®.
Bunééné fragmenty jsou ndsledné odstraiiované profesiondlnimi fagocyty — predevSim
neutrofily a makrofagy, ale i DC. Makrofagy degraduji pohlceny materidl hydrolazami v
lyzozomech, zatimco v DC neni degradace kompletni a fragmenty Ag peptidi jsou

preferenéné vystavované na povrchu v komplexu s MHC pro prezentaci T lymfocytéim??,
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Obecné se typy bunécné smrti d€li na tfi skupiny: a) ndhodnou bunécnou smrt, ktera je
zpisobend mechanickym, fyzikdlnim ¢i chemickym poSkozenim a neni regulovatelna
molekularnimi zasahy, b) regulovanou bunéénou smrt, kterou je mozné ovliviiovat geneticky
¢i farmakologicky, protoze je stale kontrolovana bunéénymi mechanismy, c¢) programovanou
bunécnou smrt, kterd je podskupinou regulované smrti a objevuje se za béznych

fyziologickych podminek>®.

Formy bunééné smrti spojené suvolnénim intracelularnich DAMP molekul do
extracelularniho prostoru jsou schopné aktivovat pfirozeny IS pies PRR. Kromé nekrézy

37,38

miZe dochazet k uvolnéni DAMP z cytoplazmy napiiklad i pti pyroptéze®”*, nekroptoze®® a

ICD* (viz Tabulka &. 1).

4.1. Senescence

Pii vycerpani replikacniho potencidlu buniky nebo pii jejim stresu (naptfiklad pfi
poskozeni DNA) dochézi k zastaveni bunééného cyklu a buiika se i ptres stdlou metabolickou
aktivitu pfestava délit. Senescence tak zabranuje transformaci buiiky na neomezené se
replikujici nadorovou buiku, ale na druhou stranu se senescentni buiiky mohou podilet na
vytvareni pronadorového prostredi sekreci prozanétlivych cytokind (IL-1, IL-6) a chemokind

(IL-8), riistovych faktord ¢i faktorii remodelujicich extracelularni matrix*!.

4.2. Nekroza

Nekroza je prozanétlivy typ bunécné smrti charakterizovany zvétSenim objemu organel
a cel¢é builky (onkdzou), naslednym porusenim integrity PM a rychlym uvolnénim veskerého
cytoplazmatického obsahu do extracelularniho prostoru. Nekroza neni regulovand, je to nahla

smrt zptisobena vystavenim bunék extrémnim podminkam & mechanickému poskozeni®.

4.3. Feroptoza

Feroptdza je regulovand forma bunééné smrti charakterizovand na zeleze zavislou
zvySenou produkci reaktivnich kyslikovych radikalt (,,reactive oxygen species* — ROS). ROS
indukuji vznik lipidovych oxidii a peroxidl, které maji po akumulaci letalni efekt. Buiky
prochdzejici feroptdozou maji nekroticky vzhled, pozorovat lze zmenSeni mitochondrii a
zvysenou membranovou hustotu*?. Feroptdza je povazovana za naddorové supresivni typ smrti,
protoze dochazi k eliminaci stresovanych a infikovanych bunék, ¢i bun€k postradajicich

dostatek zivin®.
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4.4. Nekroptoza

Nekroptoza je charakterizovana granulaci cytoplazmy a zvétSenim objemu organel a
celé buiiky. Nejvice prostudovanym induktorem tohoto typu smrti je prozanétlivy cytokin
TNF (,,tumor necrosis factor), ktery sice pusobi proapoptoticky po vazbé na specificky
receptor TNFR1 (TNFRSF1A), ktery signalizuje ptes adaptorové proteiny obsahujici ,,death*
doménu, ale pfi vysoké koncentraci serin-threoninové RIP3 kindzy indukuje v burice
vytvoteni takzvan¢ho nekrosomu, ktery mtize obsahovat krom¢ RIP3 i RIP1. Pokud je aktivni
apoptoticka kaspaza 8, §tépi a inaktivuje tyto kindzy a k nekroptéze tedy nedochazi**. Po
autofosforylaci RIP3 kindzy fosforyluji MLKL (,,mixed lineage kinase domain-like*)
proteiny. Fosforylaci aktivované MLKL oligomerizuji a jsou translokované do PM, kde
vytvari selektivni iontové kanaly pfispivajici k findlni lyze bunky zvySenim intracelularni
osmolarity*®. Koneénym diisledkem vzniku téchto kanalti a nasledného poklesu intracelularni
koncentrace K* iontii miize byt aktivace inflamazomu, kaspazy 1 a produkce IL-1B. Tato

draha v8ak samotnou nekroptotickou smrt nepodmifiuje*®.

4.5. Pyroptoza

Pyroptdza je typ lytické programované bunécéné smrti znacné podobny nekroptdze.
Dochazi k ni pfedev§im v profesionalnich fagocytech, ale byla pozorovana i u jinych typt
bun¢k infikovanych intracelularnimi patogeny. Je spojovana s uvoliiovanim pyrogent IL-1,
IL-6 a TNF, které plsobenim v hypotalamu indukuji zvySeni télesné teploty a spousti

systémovy zanétlivy proces*’.

Pyroptoza je zavisla na aktivaci kaspazy 1 ¢i kaspazy 4 (CASP4) a 5 (CASPS),
respektive kaspazy 11 (Casp4) v mysich modelech*®. Aktivovand CASP4/5, respektive Casp4,
Stépi pannexin 1 (PANX1), ktery nasledné tvoii kanaly v PM slouZici k sekreci ATP. Vazba
sekretovaného ATP na purinergni P2X7 receptory umirajici bufiky je pro pyroptézu zasadni®.
PANXI je $tépen i b&hem apoptozy, u té se viak jednd o nasledek aktivace kaspazy 3°°.
Kaspazy téz proteolyticky Stépi gasdermin-D (GSDMD), ktery po oligomerizaci vytvaii pory
v PM°!, Buiika se béhem pyroptdzy nezvétiuje jako v ptipadé nekroptdzy, ale naopak dochazi
k jejimu zplosténi, nebot’ poéry nejsou selektivni jako MLKL kanaly a nedochdzi tedy

k vyrazné zméné intracelularni osmolarity',

4.6. Apoptoza a sekundarni nekréza
Apoptdza je velmi komplexni a energeticky naro¢ny proces zavisly na aktivaci kaspaz —
specifickych cysteinovych protedz, a endonukledz — enzymu Stépicich DNA. Apoptoza

iniciovana vnitini cestou je zavisla na aktivaci apoptozomu v cytoplazmé po uvolnéni
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cytochromu C z mitochondrii. Apoptozom zahajuje kaskddovou reakci vedouci k aktivaci
efektorovych kaspaz 3 a 7. To je krok, ktery nenavratné navede buitku do apoptozy>>.
Plsobenim téchto enzyml dochazi ke kondenzaci chromatinu a fragmentaci jadra
(karyorrhexis), redukci objemu cytoplazmy (pykndze) a rozpadu buiikky na membranou
ohranicena apoptoticka téliska. Dal§im znakem apoptotickych bunék je ztrata asymetrického
rozlozeni lipidi PM a vystaveni fosfatidylserinu (PS) na extracelularni stranu PM, kde je
rozeznavany fagocyty jako jeden ze signald pro pohlceni dané buiiky fagocyty®®. Konegnou
fazi apoptézy je rozpad builky na takzvand apoptotickd téliska ohraniend intaktni
membranou. Tato membrana je stabilizovand propojovanim membranovych proteinti
transglutamindzou (TGM2)**, a proto nedochiazi k uvolnéni intraceluldrnich DAMP.
Apoptotickd buika tak vytvaii tolerogenni prostiedi a po jejim pohlceni DC stimuluje

piedevs§im produkci IL-10 a TGFP podporujicich vyvoj supresorovych Treg bunék™’.

Pokud nejsou apoptotické buiniky fagocytované, dochazi k lytické prozanétlivé
smrti, takzvané sekundarni nekréze. Ta je pozorovatelnd po 12-24 hodinach od iniciace
apoptozy>®. Prechod buiiky do sekundarni nekrdzy je zavisly na $tépeni gasderminu E
(GSDME) kaspazou 3 (CASP3) aktivovanou béhem apoptdzy a na jeho nasledné translokaci
do PM, kde tvoii pory. Sekundarni nekroza je tedy typ programované nekrozy piipominajici
pyroptézu’’. V jiné praci publikované o par mésicti pozdéji vSak byla tato smrt uréena piimo
jako pyroptéza indukovana apoptotickym stimulem>®. Zavérem autor@i této publikace je
zéavislost typu smrti nadorovych bun€k indukované chemoterapeutiky na sile exprese
GSDME. Pokud je jeho exprese vysoka, buiika umird pyroptézou, zatimco pii jeho nizké

expresi bufika prochazi apoptozou a nasledné sekundarni nekrézou’®.

4.7. Imunogenni bunééna smrt (ICD)

Dle definice jsou bunky prochazejici ICD schopné vyvolat po inokulaci do
imunokompetentni, ale nikoliv do imunodeficitni mysi cytotoxickou T bunécnou odpovéd
proti nddorovym Ag. Tato odpovéd’ je zprostfedkovana uvolnénim DAMP molekul z mrtvych
9,59

bunék a jimi indukovanou maturaci DC schopnych zkiizenou prezentaci aktivovat Tc

ICD byla v souvislosti s nidorovou terapii poprvé popsana mezi lety 2005 a 2007°°76!,

VétSina praci o tomto tématu pochézi z laboratofi manzeli Guido Kroemera a Laurence
Zitvogel®>® a jejich studentii®%. S jejich laboratofemi spolupracuji védci z prazské akciové
spole¢nosti SOTIO, a. s., kterd se vénuje nadorové terapii pomoci DC aktivovanych
nadorovymi buiikami, u kterych byla vyvolana ICD!3%%¢7_ Dalsi aktivni skupinou je belgicka

laboratof Patrizie Agostinis®®®’.
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ICD je podminéna Casnou preapoptotickou externalizaci chaperonu a ,,eat-me* signalu
CALR na PM, sekreci ATP a uvolnénim HMGBI1 v pozdni fazi apoptézy. Doporucené
zpusoby jejich detekce a podminky pro prohlaseni bunééné smrti za ICD byly publikované
vy$e zminénymi laboratofemi v roce 2014°. V souvislosti s ICD jsou v literatufe zmifiované i
dalsi faktory, jako je napiiklad extracelularni ptitomnost HSP70 a HSP90 ¢i produkce IFN
typu I, jejich detekce vSak neni dle autorti tak zésadni a univerzdlni a v nastavenych

pravidlech jim tedy neni vénovana pozornost’.

ICD byla piivodné kviili své zavislosti na kaspazach prohldsena za typ apoptozy®'. Jiz
v prvnim ¢lanku na toto téma je vSak uvedeno, ze morfologie bun¢k zabitych apoptotickym
induktorem doxorubicinem nevede k finalni fragmentaci DNA, které je pro apoptotickou smrt
typickd®. Teorie ICD spoléha v ptipadé apoptotickych bunék na jejich transformaci
v sekundarné nekrotické nebot” klicovy protein HMGBI je z bun€k uvolilovan az po poruseni

integrity membran’.

Plvodni prace byly provadéné pievazné na mySich nadorovych liniich CT26 a
MCA205, ve kterych nejsou exprimované RIP3 proteiny diileZité pro nekroptotickou smrt’%!,
V jinych bunéénych liniich (TC-1 a EL4), které tyto proteiny exprimuji’?, nebo v CT26 linii
po ektopické expresi téchto proteinti’’, méla pozorovana ICD pravé nekroptoticky charakter.
V nedavné dobé¢ tedy byla definice ICD upravend z imunogenni formy apoptdzy na obecné&;jsi

imunogenni programovanou bun&nou smrt®,

Vzhledem k charakteru testli pro detekci ICD je nutno poznamenat, ze pii inkubaci
bunék vzdy ¢ast znich zemie nekrotickou smrti®! a jeji spoluticast na aktivaci IS nebyla
spolehlivé vyloucend. Za nekrotické jsou povazované buiiky s poruSenou PM, tedy buiky
pozitivni na znaceni DNA fluorochromy, naptiklad propidium jodidem ¢i DAPI, které jsou
zbunék sintaktni PM pumpované do vnéjSiho prostiedi ABC transportéry. Moznost
imunogenniho efektu zpusobené¢ho samotnymi nekrotickymi builkami byla povazovanad za
vyloucenou po pokusech, pfi kterych vyvolani nekrdzy (rozmrazenim bunék po jejich smrti
pomoci ICD induktoru) ni¢i imunogenni efekt ve vakcinagnich testech®. Prestoze nekroza je
typ prozanétlivé smrti, nema sama o sob¢ schopnost indukovat zkfiZzenou prezentaci v DC a
neslouzi tedy jako zdroj Ag pro piimou aktivaci Tc”®. Neschopnost nekrotickych buné&k
indukovat aktivaci Tc byla téZ popsana ve studii vénujici se ptimo ICD’? a dle autorti je pravé

toto diivodem zavislosti ICD na iniciaci regulovaného programu bunééné smrti.
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Tabulka ¢.

1:
ER = endoplazmatické
PI3K = fosfatidylinositol-3-kindza, LDH = laktatdehydrogenaza,

retikulum,

SAS = sekretom asociovany se senescenci

asociovana

Zékladni charakteristiky vybranych typi bunééné smrti. PE = fosfatidylethanolamin,
SA p-Gal = [-galaktosidaza se  senescenci,

GPX4 = glutathion peroxidaza 4,

Typ smrti Induktory Morfologie Molekularni drahy Diagnostika Imunogenita

Autofagie | Nedostatek zivin, | Vacky Atg proteiny, PI3K, | LC3-II, p627° Ne
poskozeni DNA s dvojitou JNK™
nebo organel’™ membranou

(autofagozomy,
autolyzozomy)™

Senescence | Zkracovani Zvétseni bunky, | ZvysSena aktivita SA | Aktivni SA B- Ne, ale
telomer, granularizace B -Gal*! Gal, produkce
poskozeni DNA, cytoplazmy*! lipofuscin” prozanétlivych
stres, aktivace cytokinl
onkogenii’® (SAS)

Nekroza Fyzické Zvétseni Neregulovany typ Uvolnéni LDH | Ano, uvolnéni
poskozeni, organel a bunééné smrti z buiiky’®, DAMP
extrémni stresové | bunky, ruptura porusena PM
podminky membran (znaceni DNA,

proteinti)’

Feroptéza | Akumulace ZmensSeni Oxidace a Zavislost na Fe | Ano
oxidovanych a mitochondrii, peroxidace lipidd, (potencialni
peroxidovanych zvySena akumulace Fe, uvolnéni
lipid*® membranova nefunké&nost GSH, DAMP,

hustota*? GPX4, membranové nebylo
estery testovano in
polynenasycenych vivo)?
MK43
Nekroptéza | TNF Zvétseni Indukce kinaz RIP1, | RIP1, RIP3, Ano, indukce
organel a RIP3, MLK, MLKL* zanétu
bunky, ruptura inflamazomu a
PM?! kaspazy 1%, absence
kaspézy 8

Pyroptéza | Infekce Zplosténi Gasdermin D, Gasdermin D, Ano
intracelularnimi cytoplazmy, inflamazom, kaspéaza 1,
patogeny pyroptoticka kaspéaza 1, kaspaza kaspaza 4/5%

(cytosolicky téliska, ruptura | 4/5 *8, pannexin-1%,
LPS)30, PM imunitnich | vyliti pyrogenii (IL-
apoptotické bunék®! 1, TNF, IL-6)
induktory*®

Apoptoza Vazba liganduna | Smrsknuti Ztrata lipidové Povrchova Ne>383.84
receptory smrti bunky, asymetrie (vystaveni | detekce PS,
(Fas, TRAILR), kondenzace PS vn¢), ztrata intaktni
(granzym B), chromatinu a membranového membrana,
poskozeni DNA, cytoplazmy, potencialu®, aktivni
stres ER, hypoxie, | fragmentace uvolnéni efektorové
cytotoxické jadra, mitochondridlnich kaspazy”®
mediatory apoptoticka proteind (cytC),

téliska, apoptozom, aktivace

zabranéni vyliti | kaspaz (3,7,8) a

DAMP?! DN4z?®, aktivita
transglutaminazy

ICD Chemoterapeutika, | Morfologie Fosforylace elF2a, Povrchova Ano, uvolnéni
radioterapie, HHP, | apoptotickych’ sekrece ATP (skrze | detekce CALR, | DAMP
PDT, onkolytické | nebo PANXI1 kanaly), extracelularni
viry!'? nekroptotickych | pasivni uvolnéni HMGBI1,ATP,

bun&k” DAMP (HMGB1)* | fosforylace
elF2q *%
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5. Koncept ICD

Ukazuje se, ze ucCinnost vétsSiny konvencnich chemoterapeutik a cilenych
protinadorovych 1é¢iv nespociva jen v piimych cytotoxickych a cytostatickych efektech, ale
alesponl ¢asteCné spoléha na reaktivaci protinadorové imunitni odpovédi. Chemoterapie miize
teoreticky vyvolat odpovéd IS zvySenim imunogenity malignich bun¢k nebo inhibici

imunosupresivnich podminek v mikroprostiedi nadoru®®.

Teorie ICD je zaloZena na tom, ze po indukci smrti nadorovych bunék urcitymi typy
terapie dochazi k povrchové externalizaci CALR z ER, k sekreci cytoplazmatického ATP a
k pozdé€jsimu uvolnéni jaderného HMGB1 z bun¢k. Tyto DAMP molekuly mohou aktivovat
buiiky pfirozené¢ho imunitniho systému vazbou na pfislusné receptory, které po signalizaci
zvySuji membranovou expresi kostimulaénich molekul a pii soucasné produkci
prozanétlivych cytokinli jsou schopné indukovat adaptivni protinddorovou odpoveéd

zprostiedkovanou piitomnymi nadorové specifickymi T lymfocyty™ 6147,

K ovéfeni imunogenity bunééné smrti in vitro se vyuziva predevSim detekce IFNy
produkovaného Tc, kterd je povazovana za diikaz jejich aktivace. Neni to vSak jediny znak a
velmi zélezi 1 na koprodukci dalSich cytokini (IL-2 a TNF) a pfitomnosti supresivnich
cytokind IL-10 a TGFB®®, které jsou v n&kterych pracich ové&fované'®, ale mnohdy se jimi

dalsi laboratote viibec nezabyvaji.

K funkénimu ovétovani ICD vin vivo podminkidch se vyuzivaji vakcinaéni testy
s nddorovymi bunikami aplikované na mysi modely, které jsou podrobné popsané v kapitole 6.
Za in vivo testovani jsou téZ povazované vakciny DC aktivovanych ex vivo nadorovymi
buitkami a nasledné€ injikované do syngennich imunokompetentnich mysi. V klinickych
testech se sleduje pouze ptitomnost ICD markeri a korelace jejich mnoZstvi v naddoru po

1€¢bé s vyvojem klinického stavu pacienta.
5.1. Induktory ICD

Mezi induktory ICD patii klinicky vyuZzivana chemoterapeutika bleomycin, bortezomib,
cyklofosfamid®®, doxorubicin, epirubicin, idarubicin, mitoxantron a oxaliplatina®. ICD je
spojovana i s radioterapii’®, virovou terapii’' ™, fotodynamickou terapii (,,photodynamic
therapy” — PDT)%%%% ¢&i terapii HHP'®, déle pak s rostlinnym barvivem shikoninem®,
heterocyklickym  derivatem chinonu R2016”7 ¢ EGFR-specifickou protildtkou

cetuximabem?®. Jedn4 se tedy o riizné zptisoby piipravy bunék od chemického piisobeni pies

16



zateni az po mechanické poSkozeni bunck. Pribéh ICD je charakteristicky uvolnénim

konkrétnich DAMP molekul, které se 1i$i v zavislosti na typu induktoru (viz obrazek €. 4).

a ER chaperones Autophagy induction
ATP secretion
CALR exposure e
Immunogenic
cell death
Unfolded
. Inflammasome
protein signallin
response o ATP 9 9
HMGB1 IL-1p
release Type | production
o0 o 2 IFN
OcxcLio
ANXAL “ TLR3
release signalling
CXCL10 Type I IFN
secretion production
b
& @ z?y “'
Infectious Immunogenic Radiation
pathogens chemotherapy therapy
g g
Hypericin-based High hydrostatic Necroptosis
PDT pressure
. Required . Dispensable Not tested
Obrazek €. 4: a) Znaky nutné pro imunogenitu bunééné smrti pii pouziti odlisnych ICD induktord.

S imunogenitou bunécné smrti jsou spojené procesy jako UPR a nasledné vystaveni CALR a jinych chaperont
na bunéény povrch, aktivace autofagie a nasledna sekrece ATP, nebo uvolnéni HMGBI a annexinu Al. Soucasti
odpovédi na ICD je uvolnéni IL-1f po aktivaci inflamazomu a aktivace TLR3 vedouci ke spusténi IFN-I
odpovédi a nasledné produkci chemokinu CXCL10. b) Odlisné typy ICD jsou asociované s emisi odlisnych
DAMP z umirajicich bunék. Cerné — nepostradatelné déje; tmavé Sedivé — postradatelné dgje; svétle sedé —

netestované. Prevzato z !°

Vzhledem k tomu, ze induktory nesdileji strukturni podobnost, nelze Gc¢innost téchto
latek predikovat a prokdzanou Uc¢innost nelze zobecnovat, protoze efekt jednoho induktoru se

miize li§it i v rdmci odlignych bun&nych linii”
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U vsech popsanych apoptotickych induktord je s ICD spojeny stres ER!7. Vétsina
induktord necili primdrné na ER, ale plsobi spiSe na jaderné ¢i cytoplazmatické proteiny.
Takové induktory fadime mezi ICD induktory typu I, tedy latky, které zptisobuji s ICD
asociovany stres ER az sekundarné, napiiklad v ramci reakce na poskozeni DNA. Do této
skupiny patifi chemoterapeutika, terapie ozarenim, ¢i HHP. Naproti tomu ICD induktory typu
IT cili pfimo na ER a indukuji apoptézu pravé narusenim jeho homeostazy a spusténim
stresové odpovédi — do této kategorie fadime PDT%%+% a onkolytické viry?'* (viz Tabulka
¢. 2). Induktory typu II indukuji vystaveni vétSiho mnozstvi DAMP a jejich externalizace
béhem preapoptotické faze probiha rychleji pravé z déivodu pfimého piisobeni na ER*.

Tabulka ¢&. 2: Klinicky relevantni ICD induktory. Upraveno podle !’

Typ ICD induktoru Induktor Efektorovy Indukce stresu ER
mechanismus
Bleomycin Poskozeni DNA neni zndmo
Bortezomib Inhibitor proteazomu porusent’ s ,ER, asociovane
degradacCni drahy

Cyklofosfamid Alkylaéni agens neni znamo
Doxorubicin Interkalace do DNA produkce ROS

Typl Epirubicin Interkalace do DNA produkce ROS
Idarubicin Interkalace do DNA produkce ROS
Mitoxantron Interkalace do DNA produkce ROS
Oxaliplatina Alkylacni agens produkce ROS
Radioterapie Poskozeni DNA produkce ROS

Indukce oxidativniho

Hypericin-PDT stresu a poskozeni ER produkce ROS

Typ II membran
Onkolytické vir Lyza malignich bunék nadprodukee virovjch

y Y Y & proteinti v ER

5.2. Proteiny asociované s membranami

ICD je asociovand s externalizaci chaperoni CALR, ERP57 (PDIA3), HSP70
(HSPATA) a HSP90 (HSP90AAT). Chaperony jsou obecné piitomné ve vSech
kompartmentech buiiky a jejich funkci je kontrola spravného sbalovani proteinit po jejich
syntéze a asistence pii chybach v tomto procesu. Chaperony vystavené na povrch bun¢k nebo
uvolnéné do extraceluldrniho prostoru jsou casto v komplexu s peptidy, protoZe se ucastni
vazby antigennich peptidi na MHC-I molekuly v ER, a zaroven maji funkci DAMP. Po vazbé
chaperonii na CD91 dochazi k receptorem zprostiedkované endocytdze a ptipadné prezentaci

s nimi asociovanych peptidii na povrchu APC v komplexu s MHC-1 a MHC-1I%°.
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5.2.1. CALR a ERP57 (PDIA3)

CALR je za fyziologickych podminek pfitomny v lumenu ER, kde plni funkci
chaperonu a podili se na pufrovacim systému Ca?" iont'®. Byl prvni na membranu vdzanou
molekulou, ktera byla identifikovana jako rys odliSujici imunogenni formu bunééné smrti od
té tolerogenni®’*®3. CALR plni roli profagocytického (,,eat-me*) signalu a jeho vysledny efekt
na pohlceni bunky je zavisly na sile koexprese antifagocytickych molekul, predevsim

CD47'0!,

Vazba CALR na membrinu miZe byt zprostiedkovand Ca®" dependentni interakci
kyselé¢ C-termindlni domény s PS na povrchu apoptotickych bunék!??. Z dat naméfenych pti
pokusech s ICD vSak vyplyva, Ze k vystaveni CALR dochazi v preapoptotické fazi, tedy jesté
pied extracelularnim objevenim PS!!. V této fazi apoptozy CALR téz zprostiedkovava
opsonizaci buriky interakci s komplementovym Clq proteinem!®. Dominantni vazba CALR
na membranu byla popsana skrze CD91 protein, pfi jehoz depleci je CALR ve vétsi miie
sekretovany do prostiedi®®. Piitomnost CD91 na makrofazich ovliviiuje jejich schopnost
efektivné pohlcovat apoptotické buriky a pfitomnost na DC je zasadni pro jejich maturaci'®.
Interakce CD91 a CALR byla potvrzena napiiklad pfi testech na CD477- MOLM13 buitkach

akutni myeloidni leukémie, jejichz robustni fagocytéza je inhibovatelnd pravé blokaci

interakce mezi témito proteiny!°!.

CALR je po vystaveni bunék antracyklinovym chemoterapeutikim nebo vy-zafeni
transportovany anterogradné z ER, pies GA az na PM!% spolu s ERP57, kde je lze detekovat
pfiblizné po jedné hodin€ od vystaveni bunék ICD induktorim. Pokud je naruSena translokace

CALR, nedojde k vystaveni ERp57 a vice versa'®

. Vystaveni CALR je podminéné
fosforylaci elF20 kindzou PERK a piitomnosti kaspazy-8°3%85, Pii PDT, tedy iniciaci ICD
induktorem typu II, dochazi k membranové translokaci CALR nezavisle na ERp57 a
fosforylaci eIF2a!"’

je lysyl-tRNA syntetaza (KARS)®2.

. Dal§im popsanym proteinem translokovanym spolu s CALR béhem ICD

Detekce CALR se provadi pomoci pritokové cytometrie (znaceni bunck specifickymi
protilatkami a vylouc¢eni mrtvych bun¢k z analyzy), preapoptotickou biotinylaci povrchovych
protein®i a naslednou analyzou pomoci imunoblotu, nebo fluorescenénim mikroskopem’. 1
ptes zasadni vyznam CALR pro ICD je pfi cytometrickych analyzach v in vitro testech Casto
detekovany pouze na minoritni ¢asti bunék a zaroven 1 na ¢asti kontrolnich bun€k. Procento
CALR-pozitivnich bunék je popisované na skéle 23-60 % a lisi se v zdvislosti na koncentraci

pouzitého terapeutika®® (viz obrazek ¢. 5), na typu induktoru a na bunééné linii',
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Obrizek &islo 5: Porovnani u&inku cisplatiny a oxaliplatiny na vystaveni CALR na CT26 buikach. a)
Znaceni mrtvych (Propidium jodid) a apoptotickych (Annexin V) bun¢k. b) Zastoupeni apoptotickych (Annexin
V* PI) a mrtvych (Annexin V" PI") bunék po 4 hodinové inkubaci s oxaliplatinou (OXP), cisplatinou (CDDP) a

tedy vetsi cast bunék, coz se projevuje niz§im procentualnim zastoupenim apoptotickych bunck. Tento rozdil se
miZze projevit v niz§ich procentech kalretikulin (CRT)-pozitivnich bunék v grafu c), ktery zobrazuje pouze zZivé a
apoptotické bufiky. Butiky byly pfed znagenim fixované 0,25% paraformaldehydem. Pfevzato z &

K posouzeni vlivu ektopické povrchové exprese CALR na bunky IS bez ptitomnosti
dalsich DAMP asociovanych s ICD byly vytvofené mysi buniky akutni myeloidni leukémie
(,,acute myeloid leukemia®“ — AML) (C1489), které na svém povrchu silné exprimuji CALR
vazany pomoci GPI kotvy. Tato pouha konstitutivni exprese CALR zajistila ochranu pii
podkozni (s.c.) nebo intravendzni (i.v.) aplikaci AML bunék u 70-90 % mysi a u ptezivsich
jedinct zajistila 100% pamét’. Tento efekt byl zavisly na ptfitomnosti T bun¢k a produkci IFN
typu L. Bez indukce bunééné smrti bylo na tomto modelu prokazané, ze CALR nema v in vivo
experimentu pfimy vliv na maturaci DC ani na zkiiZzenou prezentaci Ag in vitro, ackoli
vyrazn¢ prodluzuje dobu preziti mysi po inokulaci CALR-siln¢ pozitivnich bun¢k. Fagocytoza
AML bunék byla zprosttedkovana CDI11c+ CD8+ DC vice nez CD11b+ makrofagy, ale
rozdil v jejich pohlcovani oproti kontrolnim CALR™ buiikdm nebyl vyrazny. Navic zde nebyl
provedeny kontrolni experiment s ablaci makrofagii. Vin vivo modelu je slozité tak
komplexni proces, jaky ICD ptedstavuje, popsat bez vSech kontrol. Vysoka imunogenita
CALR" bunék v in vivo my$im modelu je tedy podmin&na piitomnosti CD8a" CD11+ DC a
Ag-specifického T bunééného klonu a zaroven indukei produkce IFN typu I, ovSem v in vitro
experimentech nebyla patrnd Zadna zavislost na trovni exprese CALR pii indukei T bunécné

109

odpovédi — ta je zavisla pouze na ptitomnosti Ag v kultufe ™. Ve svém komentaii G. Kroemer

tikd4, ze samotnd pritomnost CALR na buiikdch nedokéaze vysvétlit rozdily v progresi naddort a
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piezivani pozorované v predchozich experimentech. Poukazuje na nutnost identifikace
molekularnich mechanismi vedoucich k produkci IFN typu I a ovéfeni, zda se dalsi DAMP

molekuly podileji na zde ziskanych vysledcich!'®.

CALR muze slouzit jako potencialni biomarker v né¢kterych nadorech (v této studii se
jednalo o nemalobunécny karcinom plic). Vzorky z pacientti vykazuji vysokou heterogenitu

v expresi CALR, jehoz tirovei v§ak koreluje s délkou pieziti pacienta®.

5.2.2. HSP
Piesto, ze HSP nejsou piimo klasifikované jako DAMP molekuly, které obecné
podmitiuji ICD®, byl v souvislosti s ICD terapii popsan efekt HSP60, HSP70 a HSP90 v
nékolika in vitro experimentech!>¢7-1071L12 "Krom& CDI1 receptoru, ktery se vSak nefadi
mezi PRR, ale takzvané ,,scavenger* receptory, mohou HSP60 a HSP70 interagovat i s PRR,
takzvanymi ,,toll-like* receptory TLR2 (HSP60) a TLR4 (HSP60, HSP70). Tato pozorovani
vsak musime brat s rezervou, nebot HSP mohou vézat i PAMP, napfiklad LPS, a muze jit

tedy o neptimou interakci'!>.

Bortezomib, chemoterapeutikum inhibujici 26S podjednotku proteazomu, indukuje
apoptézu a mirné zvySeni povrchové exprese HSP90 na nddorovych bunkdch vin vitro
pokusech s liniemi U266°” a HM-1''2. HSP90 byl detekovany na membrané bun&k i pii
pouziti induktoru nekroézy Rose Bengal'!!. Pfi inhibici HSP90 protilatkami na povrchu ICD-
indukovanych bunék nedochdzi vin vitro testech k maturaci DC a nasledné aktivaci
protinadorovych T lymfocytl ovéfované detekci produkce IFN-y®’. U PDT indukce byla
piitomnost HSP70 prokazana na T24 buiikach'”” a nasledné spolu s HSP90 i na OV90
burikdch vystavenych HHP!®. Pro aktivaci DC je délezity p¥imy kontakt s nadorovou

butikou'* a HSP tedy musi byt asociované s PM.

Pii detekci HSP v souvislosti s ICD byly ziskané i1 negativni vysledky. Pfi pouziti
doxorubicinu (linie CT26) a radioterapie (linie EG7) nebyl HSP70 detekovan na membrané
bunék ani v supernatantu®. Vystaveni konkrétnich HSP se tedy li§i v zavislosti na buné&né

linii a pouzitém induktoru, ne vzdy jejich pfitomnost podmifniuje imunogenitu bunééné smrti.

5.3. Solubilni molekuly a proteiny
Nejen povrchovéa exprese DAMP, ale i jejich uvolnéni do extracelularniho prosttedi
muze vést k aktivaci bun€k pfirozeného imunitniho systému. Béhem ICD byla popsana role

ATP, HMGBI, ANXAI a IFN typu L

21



53.1. ATP
Mezi intracelularni (mM) a extracelularni (nM) koncentraci ATP je rozdil 6 fada a pfi
jeho uvolnéni z buniky tedy dochazi k rychlé a vyrazné¢ zméné. ATP se mlze véazat na dva
typy takzvanych purinergnich receptorti: P2X7 a P2Y2. P2X7R jsou iontové kandly, které
nasledkem vazby ATP ztraceji selektivitu pro kationty (Na®, K*, Ca®") a zvySuji svou
vodivost, a tedy i1 celkovou permeabilitu membrany. P2Y2R jsou receptory sptazené s G

proteiny, které iniciuji uvolnéni Ca®" do cytoplazmy!''*.

Vazba extracelularntho ATP na metabotropni P2Y2 receptory fagocytl
zprostiedkovava jejich atrakci k apoptotickym butikdm'!>. P2X7 receptory na DC a
makrofdzich spousti po vazbé ATP signalizaci vedouci k aktivaci NLRP3 inflamazomu,
kaspazy 1 a tvorbé prozanétlivého IL-1B%*!16, Deplece ATP nebo ptitomnost apyrazy §tépici
ATP na AMP a pyrofosfat ni¢i v experimentech schopnost umirajicich bunék vyvolat lokalni
imunitni odpovéd’ pfi 16¢bé oxaliplatinou® a pii 16¢b& mitoxantronem brani infiltraci nadoru
lymfocyty!!”. Stejny efekt ma absence purinergnich receptorti v ,.knock-out* C57BL/6 mys$im

modelu®+'"7,

Sekrece ATP béhem smrti vyvolané ICD induktory typu I je zavisla na aktivaci kaspaz a
autofagii. Aktivace kaspazy 3 podmiiuje translokaci pannexinu-1 (PANX1) do PM, kde tvori
selektivni kanaly pro ATP po vystaveni bunék chemoterapeutiktim®. Tento zpiisob sekrece
byl pozorovany u apoptotickych'!® i pyroptotickych*” bunék. PANX1 kanaly byly detekované

118

pomoci imunoblotu Jejich  pfitomnost v membrané byla po inkubaci bunck

s mitoxantronem pozorovand i mikroskopicky (viz obrazek ¢&. 6)°.

Autofagie je dilezitd pro udrzeni zasob ATP v LAMPI" (,lysosomal-associated
membrane protein 1°) lyzozomech, autolyzozomech a autofagolyzozomech. Jejich
exocytézou dochazi béhem ICD k sekreci ATP a tedy k vystaveni lyzozomalniho LAMP1
proteinu na povrch bungk>®!'", PANX1 kanély zprostfedkovévaji uvolnéni ATP i nez4visle na
autofagii, ale samy o sob¢ pro efektivni sekreci nestac¢i a akumulace ATP v lyzozomech a

jejich exocytoza je tedy z pohledu ICD zasadni™’.
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Obrazek €. 6: Detekce PANXI1 kanalt. a) Povrchova exprese PANX1 kanalt (zelen€) po inkubaci bunék

PANX1" cells (%)

s mitoxantronem (MTX), inhibitorem kaspaz (Z-VAD) a mitoxantronem spolu s inhibitorem kaspaz (MTX+Z-
VAD). Buiiky byly nejprve povrchové oznacené protilatkou, poté fixované 3,7% formaldehydem a nasledné byla
oznacena DNA — lpg/ml Hoechst 33342. Analyza provedena konfokalnim mikroskopem nerozliSuje znaceni
zivych a mrtvych bunék, kterych je po plsobeni chemoterapeutik vétSina, a které mohou byt obarvené
protilatkou i intracelularné. Z-VAD je inhibitorem apoptoézy, a proto bude procento mrtvych bunék po jeho
pusobeni zasadné niz$i. Kontrola Zivotnosti bunék nebyla v praci dokumentovana. Timto testem proto nelze
jednoznacné prokazat povrchovou expresi. Navic v tomto testu induktory ICD MTX a oxaliplatina (OXA)
pusobi podobné jako cisplatina (CDDP), ktera ICD neindukuje. b) Procento PANXI1 pozitivnich bunék po
inkubaci s MTX, OXA a CDDP, bez chemoterapeutik (Co) a s inhibitorem kaspaz (Z-VAD), ktery blokuje

apoptozu. Pievzato z >

U Hypericin-PDT byla popséna zavislost sekrece ATP na kaspaze-8'%°, ktera vsak byla
zablokovani efektu ATP pouZitim apyrazy nebo inhibici funkce P2X7 receptoru oxidovanym
derivatem ATP byly vakcinaéni testy Gspésné v 70 % piipadil, coZ naznacuje, Ze sekrece ATP
neuruje imunogenitu tohoto typu bunééné smrti. K vyznamné redukci imunogenity doslo
pouze pii pouziti kombinace apyrdzy a soucasné inhibici receptoru oxidovanym ATP,
nejspise tedy existuje jistd uroven redundance na urovni purinergnich receptortl i samotného

ATP'%,

Na PM Treg bunék'?!, nadorovych bunék a jimi produkovanych exosomech!? jsou
exprimované difosfohydroldza CD39 a 5 -nukleotidaza CD73. CD39 hydrolyzuje ATP i ADP
na AMP a CD79 nasledné hydrolyzuje AMP na adenosin. Adenosin ma na rozdil od ATP
imunosupresivni ucinky. Hromadi se v nadorovém mikroprostfedi, kde ucinné inhibuje
proliferaci protinadorovych Tc a vazbou na A2 adenosinové receptory indukuje jejich

apoptozu'?>!12. Pii expresi CD39 na MCA205 buiikach jsou vakcinaéni testy netspésné,
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pritomnost CD39 je tedy dostacujici pro inhibici imunogenniho efektu bunééné smrti pii 1€cbé
mitoxantronem, coZ potvrzuje vyznam ATP pro ICD'?*. Zvysena exprese CD73 nema vliv na
1é¢bu v mysich bez adaptivniho IS (Ragl™), ale v imunokompetentnich modelech (C57BL/6)
je spojena s vyvojem chemorezistence. V klinickych testech je vysoka exprese CD73
asociovand s hor§i prognozou pii 1écbé antracyklinovymi chemoterapeutiky (naptiklad

doxorubicinem)'?’.

5.3.2. HMGBI1
HMGBI je jaderny nehistonovy protein patiici mezi DAMP molekuly, ktery se vaze
na DNA, pfispiva k jeji organizaci a ucastni se regulace genové exprese. HMGBI1 muze byt

v dlouhodobé¢ stresovanych bunkach aktivné translokovany do cytoplazmy, kde pulsobi

126 127

proautofagicky -°. Pasivné je HMGBI1 uvolilovany zbunék prochéazejicich nekrézou'’,
nekroptézou'?® a pyroptézou'?’ nebo z bun&k v pozdni fazi apoptdzy'*°. Uvolnéni HMGBI
z bun¢k béhem ICD vyzaduje permeabilizaci jaderné membrany i PM, ke které dochazi

napiiklad b&hem sekundarni nekrozy”>’.

HMGBI protein obsahuje cysteiny na pozicich 23, 45 a 106 a vliv na bunky IS je
zavisly na stavu jeho oxidace. PIné redukovana forma (rHMGBI1) se vaze na prozanétlivy
receptor RAGE, nebo tvoii komplexy s chemokinem CXCL12, které maji po interakci
s CXCR4 receptorem monocytli funkci chemoatraktantu. Pokud je Cys106 redukovany a
zaroven Cys23 tvoii disulfidickou vazbu s Cys45 ({HMGB1), dochazi k jeho vazbé na TLR4,
stimulaci NF-kB drahy a k nésledné sekreci prozanétlivych cytokinli TNF, interleukinu-6 (IL-
6) a chemokinu CXCLS8 (IL-8) (viz obrazek ¢. 7)"*!. U pln& oxidovaného HMGBI
(oHMGBI) byl popsany proapoptoticky efekt!?.

Ptestoze v pozdni fazi apoptdzy dochézi v disledku sekundarni nekrozy k uvolinovéani
HMGBI1 z bungk, produkované ROS oxiduji Cys106 a inhibuji tak imunostimula¢ni G¢inky

proteinu'°

. Naopak HMGBI1 uvolnény z bun€k prochazejicich imunogennimi formami smrti
tuto vlastnost ma. V praci popisujici kinetiku oxidace HMGBI1 bylo ukédzano, ze polocas
zivota rtHMGBI je v lidském séru pouhych 17 minut, v kultivaénim médiu s 10% sérem je to
25 minut, zatimco v kultivaénim médiu bez séra pii 95% konfluenci bunék je to 201 minut.
Plati, ze ¢im vétSi konfluence kultivovanych bunék, tim pomalej$i je proces oxidace
v diisledku naristajici miry hypoxie'**. Uvolnény rHMGB1 b&hem inkubace nadorovych
bunécnych linii s chemoterapeutiky je tedy v extracelularnim prostfedi relativné rychle

oxidovany a jeho imunostimulacni efekt je inhibovany.
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Obrazek €. 7: Redox-citliva DAMP molekula HMGBI1: V jadfe ma plné redukovana forma HMGBI
(rtHMGB1) funkci chaperonu a pfispiva k transkripci gentl a opravé DNA. Migrace bunék, sekrece CXCL12 a
autofagie jsou indukované pfitomnosti pravé této formy. Aktivni sekreci nebo oxidaci rHMGBI1 se do
extracelularniho prostoru dostava dHMGBI, ktery interakci s TLR4/MD-2 komplexem indukuje uvolnéni
cytokin a chemokinl. Po terminalni oxidaci cysteini na sulfonaty HMGBI1 ztraci funkci chemoatraktantu i

induktoru produkce cytokind. P¥evzato z 3

Prestoze dHMGBI je schopny interagovat s TLR2 1 TLR4, jako relevantni pro ICD-
dependentni adaptivni imunitni odpovéd’ byla popsanid pouze signalizace ptes TLR4 na
povrchu DC, kterd v téchto bunikdch reguluje zpracovani a prezentaci Ag nadorovych bunék

inhibici jejich destrukce v lyzozomech®.

Ptitomnost celkového HMGBI1 je v pracich zabyvajicich se ICD detekovana
v supernatantu  bun&k pomoci imunoblotu®® & ELISA testy’”¢31LI34135  HMGBI1 je
uvoliovany 1 z kontrolnich bun¢k, pouze v men$im mnozstvi, a je detekovatelny 1 v

supernatantu bunék vystavenych cisplating, ktera ICD neindukuje®.

Prestoze HMGB1 je DAMP molekula pfispivajici k indukci imunitni odpovédi,
v kontextu chronicky zanétlivého mikroprostfedi nddoru miize mit i opa¢ny efekt. MnoZstvi
HMGBI1 korelujici s ristem nédoru a tvorbou metastazi bylo naptiklad potvrzeno v praci,
ktera, na rozdil od ostatnich, identifikuje doxorubicin nikoli jako induktor ICD, ale induktor
imunogenni nekrézy v CT26 buiikach'*®. Autofi zde popisuji proautofagické piisobeni
rHMGBI na nadorové buiiky vedouci k jejich dlouhodobéjSimu piezivani, naopak oHMGB1
indukuje v buiikach apoptézu. Oxidoredukéni stav HMGBI1 tedy urcuje nejen efektivitu

protinadorové terapie, ale také typ bunécné smrti. Nicméné tento stav neni v studiich
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zohlediiovan, pouzivané HMGBI specifické protilatky nejsou prokazatelné selektivni jen pro
jednu formu a nelze je tedy spolehlivé rozlisit. Autofi ve svych zavérech vychdzeji z toho, ze
pro ICD je zéasadni interakce HMGBI1 s TLR4, na ktery se véaze pouze ve formé
dHMGB1%%-137,

5.3.3. Annexin Al (ANXA1)
Annexin A1 (ANXA1) je cytoplazmaticky protein, ktery je schopen po vazbé Ca*" iontti
interagovat s fosfolipidy v membrané. ANXAI byl detekovany na povrchu casné
apoptotickych bunck, kde byla popsand jeho role v kontaktni supresi aktivace DC pii

pohlcovani apoptotickych t&lisek !,

ANXATI vSak muze interakci s fMLP receptorem (FPR1) na DC indukovat expresi genil
dilezitych pro produkci IFN typu I, maturaci DC a zpracovani a prezentaci Ag. Terapeuticky
efekt mitoxantronu, doxorubicinu a oxaliplatiny je v mySich modelech zavisly na sekreci
ANXA1 znidorovych bunék a na piitomnosti FPR1 na APC. Pii pouziti Fprl”~ DC
nedochdzi k iniciaci adaptivni imunitni odpovédi, nebot’ takové DC nemigruji smérem
k umirajicim naddorovym bunkdm nevytvari s nimi stabilni kontakty a nejsou tedy schopné
pohltit nidorové Ag a prezentovat je T lymfocytim'’. Relevance ANXAI v kontextu ICD
nebyla ovéfend v zadné jiné praci a tyto vysledky tak zlstavaji nepotvrzené a kontroverzni

vzhledem k jeho moZnému imunosupresivnimu efektu.

6. Experimentalni priikaz ICD v in vivo transplanta¢nich modelech

6.1. Indukce ICD v mySich nadorovych liniich aplikovanych do syngennich
imunokompetentnich modeli

Vyzkum ICD se provadi pfedevS§im na transplantacnich mySich modelech s pouzitim
rizné ovlivnénych nadorovych bunék. Nadorové linie jsou relativné homogenni populace,
které jsou sice schopné vytvofit nador, nicméné neodrazeji heterogenitu charakteristickou pro
spontanni nadory vyvijejici se dlouhodobé pod dohledem IS, ktera vede k vytvofeni

komplexniho nadorového mikroprostredi'“’.

Vznik imunitni reakce proti nddorovym bunkdm je pii pouziti nddorovych linii
ovétovany pomoci ICD vakcinacnich testl na modelech imunokompetentnich kmend mysi.
Nadorové buiiky jsou in vitro vystavené terapeutické latce, kterd vyvolda ICD. Po 6-24
hodinové¢ inkubaci jsou buniky promyté, resuspendované v PBS a nasledné jsou jako jiz mrtvé
inokulované bez adjuvantnich latek subkutanné (s.c.) do boku imunokompetentni syngenni
mySi. Ne vzdy jsou v experimentech provedené kontroly stavu inokulované bunécné

suspenze. Po tydnu jsou do druhého boku (opét s.c.) téze mysi vpraveny Zivé buiky stejné
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bunécné linie a sleduje se, zda jsou schopny vytvofit v daném jedinci neoplastickou 1€zi (viz

9

obrazek ¢. 8). Vznik 1ézi je doporuceno monitorovat po dobu 1-2 mésiclt’, v nékterych

starSich pracich jsou zobrazovani data vrozmezi az 4 mésici®®!. Ve vétsing piipadil se
ovSem jedna o rychle rostouci klony nadorovych linii, které¢ neodpovidaji pomalu vznikajicim
spontannim nadorim. Pokud se 1éze v misté vpichu nevyvine, je experiment interpretovany
tak, ze doSlo k imunitni reakci proti nddorovym buitkkdm pouzitym ve vakcing a jejich smrt
zpusobend danou terapii je na tomto zékladé povazovana za imunogenni. Navic dochazi
k vytvofeni imunitni paméti pii naslednych testech stejnou bunécnou linii, a to indikuje
zucastnéni adaptivniho IS. Procento mysi, u kterych se nador nevyvine, urcuje miru
imunogenity prislusné bunééné smrti. U typickych ICD induktorti, naptiklad u doxorubicinu
nebo mitoxantronu, dosahuje mira ochrany po vakcinaci kolem 80 %. U mysi s defektem

adaptivniho IS neni tato ochrana pozorovana’.

Odlisny postup byl pouzit napiiklad u studie, kde autoii testovali schopnost barviva
Rose Bengal vyvolat ICD nadorovych bunék in situ. Kviili obavdm o ztratu sekretovaného
ATP a HMGBI pfi omyvani bun€k v ramci piipravy na jejich vakcinaci aplikovali Rose
Bengal ptfimo do neoplastické 1éze v mysi. Po tydnu injikovali do mysi zivé bunky stejné

11

bunééné linie, ktera dala vznik piavodnimu nadoru'!'. Tento postup vice odpovida

terapeutickému pouziti ICD induktoru pii 1é€bé jiz vyvinutého podkozniho nadoru.
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Obrazek €. 8: Vakcinacni testy. Mysi nadorové bunky jsou in vitro vystaveny induktoru ICD (1uM
mitoxantron) a kontrolnimu induktoru (50uM cisplatiny), ktery ICD nevyvolava. Po omyti a resuspendovani
v PBS jsou bunky injikované do syngenni imunkompetentni mysi. Po tydnu jsou do téZe mysi injikované zivé
nadorové bunky ze stejné linie. Vyvoj neoplastické 1éze v misté vakcinace indikuje neschopnost induktoru
vyvolat ICD. Pfevzato z °

Dals8i neptfimou variantou ICD vakcinacnich testli je inokulace bunck vystavenych
induktoru do mysi, naslednd izolace T lymfocytli z uzlin nebo sleziny, kde dojde k jejich
aktivaci kontaktem s aktivovanymi DC, a méfeni jejich schopnosti produkovat IFNy po

restimulaci nadorovymi buiikami ex vivo'!>!3* Tyto testy vSak nejsou v publikovanych
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doporucenich popsané’. Byly téZz provedené pokusy s inokulaci Zivych bungk do mysi, kde
nasledné doslo k vytvotreni nadoru. Poté byla aplikovana terapeutika a sledovala se rychlost
ristu nadoru v porovnani s neléenymi mySmi, ¢i mySmi s uritym defektem imunitniho
systému. Byl tak potvrzeny vyznam TLR4 pro efektivitu systémové 1écby oxaliplatinou nebo

5

lokalni 1é¢by doxorubicinem a y-zafenim®®, nebo vyssi efektivita ve zpozdéni riistu nadoru

1é¢by oxaliplatinou oproti cisplating®.

ICD byla testovdna pomoci vakcina¢nich experimenti na  modelech
imunokompetentnich C57BL/60%87:139  BALB/c30-39-6163.6598 LIS 3 imynodeficitnich
athymickych nu/nu BALB/c mysi®!. Vakcinaéni testy byly provadéné s C57BL/6 syngennimi
liniemi fibrosarkomu (MCA205)>%3%87:13 ' melanomu (B16-F1)%>!* karcinomu plic (TC-1)"2

a thymomu (EL4)°%"> a BALB/c syngennimi liniemi kolorektalniho karcinomu (CT26)°%-

61,63,65,98,111,134,135,142 )65,141

, hepatocelularniho karcinomu (H22 a nadoru mlécné zlazy
(67NR)!*# (viz Tabulka ¢. 3). Na zakladé dat ztéchto experimentli bylo identifikovano
nékolik induktorti ICD a jejich efektii na uvoliiovani DAMP z bun€k béhem bunécné smrti

(viz Tabulka €. 4).

Tabulka €. 3: Mysi modely a jejich syngenni bunécné linie vyuzivané pti vyzkumu ICD.

Mysi modely Syngenni bunééné linie
CS7BL/6 MCA205, B16-F1, TC-1, EL4
BALB/c CT26, H22, 67NR

K dokazovani dileZzitosti solubilnich DAMP molekul i po inokulaci do mysi se vyuZiva
jejich deplece v buiikach, jejich inhibice protilatkami, nebo inhibice jejich receptori a
nasledné se testuje ucinnost takto ovlivnénych bunc¢k ve vakcinacnich testech. Byl tak
potvrzeny vyznam sekrece ATP> i HMGB1°%%%!137, Nezbytnost aktivity PERK a nasledného
vystaveni CALR byla potvrzena po sniZeni jejich exprese napiiklad pii 1é€b&é mitoxantronem

a oxaliplatinou na CT26 a HeLa buiikach (viz obrazek &. 10)%.
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Tabulka ¢. 4: Studie prokazujici pfitomnost DAMP molekul asociovanych s ICD na povrchu bunék
(CALR, HSP) a uvolnénych z bunék (ATP, HMGBI1) vin vitro testech, po kterych nasledovaly
vakcinacni testy s uvedenymi ICD induktory.

ICD Déavkovéni indukforu Vystaveni Sekrece | Uvolnéni Citace
induktory CALR/ERP57 ATP HMGBI1
nekropvtotlcke doxycyklin: 18-24 h; 1
buiiky y 70
(doxycyklin) pg/ml neurceno Ano Ano
OXyey mitoxantron: 24 h; 2uM
mitoxantron
doxorubicin doxorubicin 24h; 20 uM
.7 1 (CT26), 1 uM (MCA205) y . 59
oxaliplatina, N neurceno neurceno Ano
e oxaliplatina 24 h; 5 pg/ml
y-zéateni e .
y-zéfeni: 10 Gy
bleomycin 24 h; 15 pg/ml Ano/Ano Ano Ano 134
mitoxantron | 12 h; 1 pg/ml Ano/neur¢eno | neurceno | neurceno 141
doxorubicin | 24 h; 25 uM neurceno neureno | neurceno 60
bortezomib 48 h; 0,1 uM neurceno neuréeno | neurceno 143
. CT26: 24 h; 2 uM y y 50
mitoxantron MCA205: 24 h:1 uM neurceno Ano neurc¢eno
. CT26: 24 h; 2 uM y 135
mitoxantron MCA205: 24 h: 1 uM neurceno Ano Ano
doxorubicin, | doxorubicin 24 h, 25 uM
idarubicin, idarubicin 24 h, 1 uM, Ano/Ano neur¢eno | neurceno 61
mitoxantron | mitoxantron 24 h, 1 pM
y-zateni y-zateni. 75 Gy " " y 11
UvCe UVC: 100 J/em? Ano/neureno | neur¢eno | neurceno
mitoxantron, | mitoxantron 4 h;1 uM Ano/Ano neuréeno | neuréeno 65
oxaliplatina | oxaliplatina 4 h; 30 uM
cetuximab 10 pg/ml (66 nM) Ano/Ano neureno | neurceno 98
rose bengal | 24 h; 300 uM Ano/neur¢eno Ano Ano 111
doxorubicin | 24 h; 25 uM neurceno neuréeno | neurcéeno 87
oxalinlatina oxaliplatina 4 h; 150 uM a
mi tofantror; 300 uM Ano/Ano neuréeno Ano 63
mitoxantron 4 h; 1 uM
adzlé%\gius neuréeno Ano Ano 142
mitoxantron | 1 pM Ano/neurceno Ano Ano &
mitoxantron, | 12 h, 2 uM 139
doxorubicin | 12 h, 25 uM Ne Ne Ne
zivé bunky Ano neur¢eno | neurceno 109

Z tabulky €. 4 je ziejmé, Ze naprosta vétSina praci nedetekuje vSechny DAMP molekuly
charakteristické pro ICD, a to ani po publikovani doporuéeni v roce 20142, B&hem piipravy
bun¢k pro vakcinacni testy dochdzi k jejich promyvani, a tedy ke ztrdtdm sekretovanych
DAMP (ATP a HMGBI). Detekce uvoliiovani HMGBI1 1 po inokulaci byla testovanid na
nekroptotickych bunkéch tak, ze po promyti bunck v PBS, stejné jako béhem piipravy na
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inokulaci, byly buiiky po pfeockovani do nového média schopné uvolinovat HMGBI1 jesté
dalsich 24 hodin”. Na membranu vazany CALR neni pfi promyvéni ztracen, ale &asto je
detekovany jen na minoritni ¢asti bun&k®>2, Exprese HSP proteinii je vyznamna jen u

nékterych induktorti a linii a data ukazuji jen slabé zvysenou expresi®’ anebo tiplnou absenci

s membranou asociovanych HSP>%60-%8,
shCO ShPERK-3
100 100 =—D0
@
ke 80
S 80
(]
@ - 60
£ 60 -« PBS
2 - MTX
2 40 40
g - OXP
® 20 20 1. MTX -0- OXP
-4 MTX+recCRT -4~ OXP+recCRT

0 +————— 0+— -
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Days after challenge

Obrazek ¢. 10: Ztrata efektu vakcinace po depleci PERK. Na levém panelu jsou vakcinacni testy
provedené s mitoxantronem (MTX) a oxaliplatinou (OXP) s kontrolnim PBS. Na levém panelu je kontrolni
skupina (shCO) a na pravém panelu je vakcinace provedena s shPERK-3 (inhibice exprese PERK mechanismem
RNA interference) buiikami inkubovanymi s mitoxantronem (MTX) a oxaliplatinou (OXP) a to bez pfidani
rekombinantniho CALR (recCRT) anebo s jeho adsorpci na bunéény povrch. Pfevzato z ¢

Adsorpce rekombinantniho CALR (rCALR) na povrch nadorovych bunék dokaze
pfeménit neimunogenni smrt vyvolanou napiiklad mitomycinem C (non-ICD induktor) na
formu smrti schopnou in vitro stimulovat maturaci DC a vyvolat imunitni odpovéd’ proti
danym bunikdm in vivo®' a dokaZe obnovit imunogenitu po depleci CALR pomoci siRNA
(,,small interfering RNA*)®. Podobné testy byly isp&sné provedeny i s redukovanou formou

rekombinantniho HMGB1 proteinu®.

Utinnost vakcinace se lisi mezi liniemi i vramci jedné linie v zavislosti na typu
pouzitého induktoru. Naptiklad vakcinacni testy s CT26 buiikami jsou az od 40 % efektivné;si
pfi indukci ICD doxorubicinem oproti indukci oxaliplatinou®. Vysledky se lisi i mezi
studiemi®>®*, TéZ je nutné poznamenat, ze MCA250 linie je imunogenni sama o sobg, nebot’

vykazuje 20 % Uspésnost v testech bez pouZiti jakéhokoliv ICD induktoru®.

Vznik akutni zanétlivé odpovédi v misté s.c. vpichu a piitomnost malého
kontaminujiciho mnozstvi nekrotickych bunék v misté¢ inokulace mohou byt divodem
nadhodnoceni uspésnosti eradikace nadorovych bun€k ve vakcinaénich experimentech. Tyto
podminky pfetrvavaji v misté¢ podkozni inokulace po dobu 10-14 dni, kdy mlze téz snadné&ji

dochazet ke zkiizené prezentaci'*.
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Uspé$nost chemoterapeutika pfi eradikaci nadorovych bundk v transplantadnich

modelech nemusi znamenat jeho ¢innost i pii 16¢bé spontannich nadorovych modeld!* a je
tedy nezbytné ovétit vysledky ziskané béhem experimentl s transplantacnimi modely i na
modelech spontannich nadorG. Ty totiz vérnéji odpovidaji podminkdm existujicim v
mikroprostiedi de novo vzniklych nadorii, a to pfedevSim imunosupresivnim charakterem,

ktery pfi vakcinaci chybi.

6.2. Spontanni nadorové modely

P#i pokusech na dvou mysich modelech (K14cre; Cdhlfo¥flox; Trps53flexilox 5 MMTV-
NeuT) onkogenem indukovaného HER2® nadoru mlééné zlazy byla pozorovana
postradatelnost adaptivniho IS pro efektivitu terapie pii 1écbé cisplatinou, oxaliplatinou a
doxorubicinem (viz obrazek ¢. 11) — efektivita 1écby se tedy neliSila mezi induktorem a
neinduktorem ICD'S, Toto zjisténi odporuje teorii ICD, podle které je ucinnost 1é&by
oxaliplatinou a doxorubicinem pfitomnosti adaptivniho IS podminéné a je efektivnéjsi nez

59-61.6387 yysledky byly autory interpretované tak, Ze ve spontannich

1écba cisplatinou
epitelidlnich nadorech chemoterapie bud’ neindukuje ICD, nebo indukovana ICD nedokéaze
ptekonat imunosupresivni podminky vytvofeného nadorového mikroprostiedi, které je pro
spontanni nadory charakteristické!*’. G. Kroemer ve svém komentaii k tomuto &lanku'®’
poukazuje na to, Ze tfi cykly chemoterapie pouzité v dané studii mohly navodit silnou
imunosupresi a navrhuje pouziti modelu, ve kterém T lymfocyty hraji pozitivni a rozhodujici
roli — ne jako v tomhle ptipad¢, kde jejich pfitomnost neovlivituje rychlost riistu ani tendenci

tvofi metastazy'*.

b (o
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|
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804 L 2 g0
60 5 60
404 ) 40 1
204 9 5 20 |
: ] | — I
20 30 0 10 20 30 40 50 6l

T T T T T T 1 0 T T 1
] 10 20 30 40 50 60 70 0 10 40 50 60

Percentage of survival
Percentage of survival
Percentage of survival

Time after initiation of treatment (d) Time after initiation of treatment (d) Time after initiation of treatment (d)
MMTV-NeuT; Rag2 MMTV-NeuT; Rag2 MMTV-NeuT; Rag2
20 Untreated pe Untreated 0 Untreated
Il\-ﬂ“h,T\‘f.—f‘*J‘euT ﬂdlgg' |CIS nf‘h.A‘Tvrfueur; 5@9 | ox r,!MTy,NE[JT ﬁdg?' |Dox

Obrazek €. 11: Nezavislost efektivity chemoterapie na pfitomnosti adaptivniho IS v MMTV-NeuT
mysich. Kaplan-Meierova kiivka pieziti neléCenych a lécenych a) cisplatinou (CIS) b) oxaliplatinou (Ox) c)

doxorubicinem (Dox) v mysich s funkénim adaptivnim IS (Rag™") nebo bez n&j (Rag™). Pievzato z 4
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7. Zavér

Od roku 2007 byla ICD v literatufe definovana pifedevSim jako imunogenni forma
apoptozy nasledovana sekundarni nekrézou. V poslednich letech byly vSak jako formy ICD
popsané i dalsi typy bunééné smrti, napiiklad nekroptdza, pyroptéza a nekrdza. Vyloucené
nebyly ani kombinace programovanych typii smrti s neprogramovanou nekrézou. Na zakladé
experimentalnich dat se vSak zda, ze programovany typ smrti je zdsadni pro zkiizenou
prezentaci cytotoxickym Tc builkkdm a Ze pro aktivaci a maturaci DC je nezbytny piimy
kontakt s nadorovou bunkou, ktera prosla ICD. Iniciace programované bunééné smrti po
vyvolani smrti ICD induktory alespon v ¢asti umirajicich bun¢k je tedy nezbytna pro jejich

schopnost indukovat T bunécnou protinadorovou imunitni odpovéd’.

ICD je obecné asociovana se stresem ER, pfedevsim aktivitou PERK kinazy a fosforylaci
elF2a a je doprovazena produkci IFN typu I. ICD je ovétovana detekci CALR a ptipadné
dalsich HSP na povrchu nadorovych bun¢k a ATP a HMGBI v extracelularnim prostoru.
DAMP podporuji funkei ICD, ale jejich efekt se v in vivo podminkach téZko potvrzuje, at’ uz
je divodem promiskuitni TLR4 receptor, riizné funkce oxidovanych a redukovanych forem
HMGBI, které nebyly detekované specifickymi protilatkami, ¢i nepfima aktivace receptort
zprostfedkovand interakci DAMP s jinymi molekulami (naptiklad LPS, ¢i DNA v piipad¢
HMGBI).

Vin vivo podminkach je schopnost bunc¢k prochazejicich ICD indukovat imunitni
odpovéd’ testovand vakcinacnim postupem na mySich modelech. Obecnym problémem
vakcinacnich experimentl je pfedev§im homogenita nadorovych linii, kterd neodrazi vysokou
heterogenitu nadortt vzniklych de novo v pacientech a stav imunosuprese, ktery se u
spontannich nadorti b&zné vyskytuje. Dal§im problematickym faktorem je vlastni inokulace
umirajicich bunék do mysi, béhem které dochazi k doCasnému vytvoieni prozanétlivého

prostredi.

Z tabulky €. 4 je zfejmé, ze naprosta vétSina praci nedetekuje pted in vivo testy vSechny
DAMP molekuly charakterizujici ICD, ani samotnou kvalitu inokulovanych bunék. Exprese
DAMP je ve velké vétsiné piipadii nizkd anebo neni spolehlivé prokazana jejich asociace
s vnéj§im listem PM. Béhem ptiprav bunck pro vakcinacni testy dochazi k jejich promyvani, a
tedy ke ztratim sekretovanych DAMP zahrnujicich HMGBI1 a ATP. AZ na jednu vyjimku’®
zde zminéné prace neprokazuji jejich sekreci z bunék 1 po tomto procesu tésné pred inokulaci

do mysi. CALR je sice vazany na membranu, nicméné casto je jeho zvySend povrchova
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exprese detekovand pouze na minoritni ¢asti bunék. Membranovéa lokalizace ostatnich HSP

proteinti neni pro ICD univerzalnim znakem.

Mnozstvi studii ICD na spontannich nadorovych modelech je neuspokojivé nizké a od
roku 2012 se této oblasti vyzkumu vénovala pouze jedna laboratof. Pfesto, ze neustale
dochazi k popisovani novych ICD induktori a probihaji cetné klinické studie, ovétovani
vysledkl ze zvitecich transplanta¢nich modeli na spontannich nadorech a s tim spojené plné

porozuméni specifickym mechanismtim ICD induktort, ndm dle mého nazoru dosud chybi.

Bude nezbytné aplikovat vSechna publikovand doporuceni v in vivo experimentech a
objasnit pfislusné molekuldrni a bunééné mechanismy za ucelem potvrzeni vyznamu ICD
jako specifického typu bunééné smrti kritické pro obranu proti nddorim. Vzhledem
k velkému potencidlu aplikace téchto znalosti do klinické praxe, pfedevsim co se tyce
kombinované 1é¢by vice 1é¢ivy najednou, 1ze ocekavat detailni studie zaméfené na poznani

role ICD v protinadorové imunit¢.
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