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Abstrakt

Rust a vyvoj nadoru je v lidském organismu pod kontrolou imunitniho systému. Za spusténi
protinadorové imunitni odpovédi jsou zodpovédné molekuly DAMP (,,danger-associated molecular
pattern®), které se vazi na PRR (,,pattern recognition receptors‘) receptory bunck pfirozené imunity, coz
nasledné vede k aktivaci imunity adaptivni. K uvolnéni DAMP molekul z nddorovych bunék dochazi
béhem imunogenni bunécné smrti (ICD, ,,immunogenic cell death®). ICD je jednim z typt regulované
bunécéné smrti (RCD, ,,regulated cell death®). V experimentalnich podminkach je ICD vyvoland fadou
terapeutickych postupti bézné pouzivanych pro 1écbu pacientd snadorovymi onemocnénimi.
Charakteristickym znakem ICD je DAMP molekula proteinu kalretikulin, ktery se pfesouva
z endoplazmatického retikula na povrch bunék, kde je ukotveny pomoci receptoru CD91. Mezi dalsi
znaky patii jaderny protein HMGBI, ktery se v pozdni fazi ICD uvoliiuje z bunék do nadorového

prostiedi.

Tato bakalafska prace popisuje metody vyuzivané pro detekci externalizace téchto DAMP
molekul, a to jak v experimentech s bunécnymi liniemi, tak ptedev§im u vzorkid nadort z pacientti. Déle
popisuje vliv téchto DAMP molekul na dobu preziti pacientt. Shrnuje také aktualni stav klinickych

studii zabyvajicich se tématem ICD.
Klic¢ova slova
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Abstract

Tumor development and growth are under the control of the immune system in the human body.
Danger-associated molecular pattern (DAMP) molecules trigger the anti-tumor response by binding to
pattern recognition receptor (PRR) on myeloid cells which in turn activate an adaptive immune system.
DAMP molecules are released from cancer cells during a process of immunogenic cell death (ICD)
which is a form of regulated cell death (RCD). ICD is induced by a variety of treatments in experimental
settings as well as by therapeutic modalities commonly used in medicine. A typical DAMP marker of
ICD is calreticulin which is translocated from the endoplasmatic reticulum to the plasma membrane
attached to the CD91 receptor. Another marker is the nuclear protein HMGB1 which is released into the

tumor environment at the later stage of ICD.

This bachelor thesis describes a variety of detection methods and the results of DAMP
externalization after ICD induction in vitro in cancer cell lines and in tumor specimens from cancer
patiens. Moreover, the link between DAMP molecules and cancer patient survival is discussed. Last, it

also summarizes the current status of clinical trials concerning ICD.
Keywords

tumor, antitumor immunity, cell death, adjuvans, DAMP, chemotherapeutics, immunogenic cell death,

clinical trials
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1 Uvod

Néador je heterogenni tkan, kterou tvofi nddorové buiiky, fibroblasty a dalsi stromalni bunky,
dale endotelialni buiiky a pericyty tvorici cévy a leukocyty — buniky imunitniho systému (IS). Vlastni
neoplastické buiiky, které se nekontrolovatelné deli, se u pevnych naddorti oznacuji jako parenchym.
Ostatni bunky tvori podptirné stroma. Bunky vyvijejiciho se nadoru nabyvaji charakteristickych a v ¢ase
se ménicich vlastnosti, které jsou nutné pro ustanoveni a riist v organismu. Mezi tyto vlastnosti patfi
nestabilni genom a omezena opravna kapacita DNA, sobéstacnost v produkci ristovych signali,
necitlivost k signalim zastavujicim rtst, ochrana proti apoptéze, neomezeny replikacni potencial,
posileni angiogeneze, zmény v energetickém metabolismu a inik z imunitni odpovédi'. Protinadorova
imunitni odpoveéd’ zavisi na pritomnosti konkrétni populace leukocytii v nadorovém mikroprostiedi
(TME, ,,tumor microenvironment®). Cytotoxicka odpovéd’ v podobé CD8", ale i CD4* Th1 T lymfocyti
nebo NK bunék je negativné vyvazena imunosupresivnimi leukocyty, tedy n€kterymi subpopulacemi

makrofagl a dal§ich myeloidnich bunék nebo T supresorovymi regulaénimi lymfocyty (Trec)?.

Za spusténim imunitni odpovédi obecné, tedy nejen proti nddorovym buitkam, stoji adjuvantni
molekuly, které se vazi na receptory bunck IS (PRR, ,,pattern-recognition receptors®). Adjuvantni
molekuly pochéazeji bud’ z vnéjsiho prostiedi a jsou to molekularni vzory spole¢né pro skupiny patogenti
(PAMP, ,pathogen-associated molecular pattern®), nebo jsou to molekularni vzory asociované
s nebezpe¢im puvodem z lidského téla (DAMP, ,,danger-associated molecular patterns®). Jejich vazba
na PRR aktivuje buiiky ptirozeného IS, které pomoci kostimula¢nich molekul spousti nasledné adaptivni
ast 1S3, Za fyziologickych podminek plni DAMP molekuly uvnitt bunék rtizné funkce, a primarné
nejsou urcené k sekreci do vnéjsiho prostiedi. Pfi vystaveni bunék stresovym podminkam, které mohou
vést az k bunécné smrti, jsou nékteré DAMP aktivné uvoliiované do extracelularniho prostiedi, kde plni

roli vystrazného signalu pro aktivaci IS,

Podle komise NCCD (,,Nomenclature Committe on Cell Death*) se buné¢na smrt rozdéluje na
nahodnou (ACD, ,,accidental cell death*) a regulovanou (RCD, ,,regulated cell death)*. Podtypem RCD
je programovanda bunécna smrt (PCD, ,,programmed cell death®), ktera nevyvolava imunitni odpovéd,
naopak pisobi tolerogenné, a je zadsadni béhem vyvoje i dospélého Zivota organismu. Druhy podtyp
RCD je tzv. imunogenni bunécnd smrt (ICD, ,,immunogenic cell death®), béhem které burnka v daném
Casovém i prostorovém uspoiadani vypousti DAMP molekuly do vnéjsiho prostiedi®. Jedna se
o kalretikulin (CALR) vystaveny na povrchu butiky v brzké fazi smrti®, béhem apoptozy sekretovany
adenosintrifosfat (ATP)’ a v pozdni fazi pasivné uvolnény protein HMGBI (,,high mobility group box
14, HMGBI)®. Vazbou na pfislusné PRR stimuluji bufiky pfirozené imunity, ¢imz je v disledku

aktivovana i protinadorova adaptivni imunitni odpovéd’.

Termin ICD byl poprvé pouzity v roce 2005°. V poslednich letech je literatura zabyvajici se

timto tématem omezena predevsim na souhrnné ¢lanky, které cituji ~10 let staré publikace a zaroven
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uvadi, ze presné mechanismy spjaté stimto typem bunécné smrti nebyly od té doby dostate¢né

objasnéné>1?

. Neustale jsou popisované nové induktory ICD, mezi které patii rizné chemické latky,
vCetn& b&Zzné pouzivanych chemoterapeutik, nebo nékteré fyzikalni 1éCebné metody''. Vyhodnoceni
vlivu ICD na 1écbu nadorovych bunék probiha vétsinou v in vivo experimentech na mysich modelech,

nebo in vitro detekci externalizace DAMP molekul®.

Brzy po ustanoveni konceptu ICD byl zdiraziiovany jeho potencial pro 1é€bu pacientt v klinické
praxi'>!3. Detekce ICD v odebranych vzorcich nadorovych pacientii je omezend piedevsim na detekci
CALR a HMGBI. Negjcastéji vyuzivanymi metodami pro detekci téchto DAMP jsou
imunohistochemické metody spojené s mikroskopii (IHC, ,,immunohistochemistry*), enzymova
imunoabsorpéni esej (ELISA, ,,enzyme-linked immunosorbent assay*) a prutokova cytometrie (FCM,
,flow cytometry*)!4. Nasleduje prospektivni nebo retrospektivni vyhodnoceni korelace mezi naméfenou
hladinou DAMP a dobou pieziti pacienta. V poslednich 10 letech byla ICD, respektive s ni asociovana
externalizace DAMP, nebo pouziti experimentalné ovérenych induktorti ICD, soucasti klinickych
studii®®. Vétsinu provadénych klinickych studii véetng jejich popisu, stavu a vysledkd shromazd'uje

databaze ClinicalTrials.gov.

Tato bakalafska prace si klade za cil popsat zménu lokalizace DAMP molekul béhem ICD
v experimentech s nddorovymi bunéénymi liniemi. Déle je jejim pfedmétem porovnani detekcnich
metod pouzivanych v experimentech s metodami pouzivanymi pro vzorky nadorovych onemocnéni
pacientii. Popsané budou vysledky korelace mezi pfitomnosti DAMP a imunitni odpovédi nebo dobou
preziti pacientll. Soucasti prace je také vyhledani klinickych studii zabyvajicich se ICD, jejich vycet,

klasifikace a zhodnoceni dostupnosti vysledkd.

2 Imunogenni buné¢na smrt nadorovych bunék

Princip 1é¢by nadorovych onemocnéni se piivodné opiral predev§im o cytostatické vlastnosti
1éCebnych pripravkd. Nyni je pozornost upfena smérem k interakci mezi imunitnim systémem
anadorem, a jak ji tinad & zasah livitgji®. T itni systém je komplexni hani

, a jak ji protinadorové zasahy ovliviyji’. Imunitni systém je komplexni mechanismus
ochrany téla a na jeho zékladnich principech je postavena teorie ICD nadorovych bunék, ktera

po aktivaci adaptivniho IS vede k likvidaci nadoru.

2.1 Imunitni systém a nador

Hlavni funkci IS je zachovani homeostazy organismu, tedy stabilniho vnitiniho prostredi. IS se
déli na dvé vzajemné propojené slozky — piirozenou a adaptivni. Buiky obou slozek, tedy leukocyty
neboli bilé krvinky, spolu komunikuji pomoci cytokinil, chemokint a dalSich rozpustnych latek, dale
také pomoci bunécnych povrchovych molekul, a spole¢né tak vytvari IS. Mezi bunky pfirozené imunity
patii antigen-prezentujici buiiky (APC, ,,antigen-presenting cell), NK buiiky (,,natural killer cells*)

a granularni leukocyty (bazofilni, neutrofilni a eozinofilni granulocyty). Do skupiny APC se fadi


https://clinicaltrials.gov/ct2/home

dendritické bunky (DC, ,.dendritic cell®), tedy profesionalni APC, a makrofagy. PRR receptory
na bunkach pfirozené imunity jsou geneticky uréené v zarodecné linii a rozeznavaji vzory spolecné pro
skupiny patogenti (PAMP)!¢. Béhem imunitni odpovédi je pfirozena ¢ast spusténa jako prvni a jednim
z jejich tkold je stimulace ¢asti adaptivni. Buitkami adaptivni imunity jsou lymfocyty — T bunky (TC,
» 1 cell) a B buiiky. Adaptivni imunita je schopna specificky rozpoznat témert jakoukoli strukturu, tzv.
antigen (Ag), a to diky somatické rekombinaci v genech pro receptory T bunék (TCR, ,,T-cell receptor)

a receptory B bunék, které jsou nasledné sekretované ve formé protilatek (Ab, ,,antibody*)”.

2.1.1 Spusténi imunitni odpovéedi
Na pocatku spusténi imunitni odpovédi je stimulace bunék ptirozené imunity adjuvantnimi

molekulami. Adjuvantni molekuly, jako jsou exogenni PAMP a endogenni DAMP, se vazou na PRR

ligandu na PRR a nasledné signalizacni drahy vedou k produkci cytokint, které v disledku urcuji
imunitni odpovéd’ zacilenou proti t€lu $kodlivym subjektim, nebo naopak toleranci vii¢i neSkodnym?.
Pro indukci protinadorové imunitni odpovédi jsou dilezité predevsim DAMP molekuly. Jejich sekrece
do extracelularniho prostedi se ptivodné vztahovala pouze k nahlé smrti buiiky?, ale k jejich uvolnéni
mimo buiikku dochazi i béhem fizené bunééné smrti v zavislosti na molekuldrnich mechanismech

odpovédi buiiky na stres's.

Pro ptenos informace o aktivaci imunitni odpovédi od APC smérem k adaptivni imunité je
nezbytnd aktivace multiproteinového komplexu oznacovaného jako inflamazom. Jeden z typu
inflamazomu je tvofeny proteinem NLRP3 (NLRP3, syn. NALP3, cryopyrin) a efektorovym enzymem
kaspaza 1 (CASPI). Aktivace komplexu vede ke §tépeni prekurzoru prozanétlivého cytokinu pro-IL-1§
na IL-1B (/L1B)"?°. Za $tépeni prekurzorti na aktivni cytokiny jsou v imunitnim systému zodpovédné
pravé cysteinové proteazy kaspazy, které maji ve svém aktivnim centru aminokyselinu cystein a $té€pi

specificky za kyselinou asparagovou?!.

2.1.2 Kostimulace adaptivni ¢asti IS

Utinna adaptivni protinidorova odpovéd je dana hlavné TC, a to piedevsim cytotoxickym
typem imunitni odpovédi, tedy Thl-polarizovanou odpovédi. TCR rozeznavaji antigenni peptid
(Ag-peptid) prezentovany v komplexu s glykoproteiny MHC-I v ptipadé CD4" TC (Th buiiky, ,, T helper
cells*) nebo MHC-II v piipadé CD8" TC (CTL, ,.cytotoxic T lymphocyte™). Za Thl typ imunitni
odpovédi jsou zodpovédné efektorové CTL, ale také pomocné Th bunky. Vedle rozpoznani Ag je pro

plnou aktivaci nezkuSenych TC nutna exprese kostimula¢nich molekul CDS80, CD86 na povrchu

plazmatické membrany (PM, ,,plasma membrane*‘) DC?.

Pred prezentaci Ag-peptidu na MHC je nutné jeho zpracovani a v piipadé prezentace
na MHC-II i jeho pohlceni z extracelularniho prostoru. APC, pfedevsim pak DC, pohlcuji zbytky

umirajicich bunék mechanismem konstitutivni (neustalé) makropinocytozy®. Tyto profesionalni APC
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nasledné vystavi pohlcené exogenni antigeny na MHC-II, ktery je rozeznavany Th bunkami.
Na MHC-I jsou ptirozen¢ vystavované Ag-peptidy vlastni kazdé burnce a ty jsou rozeznavané CTL.
Nékteré profesionalni APC jsou schopné tzv. zkiizené prezentace, kdy je na MHC-I vystaveny Ag-
peptid, ktery byl pohlceny z extracelularniho prostoru. Tim dochazi ke stimulaci nezkusenych CTL
specifickych pro Ag pochazejici z mrtvych nadorovych bunék. Aktivované CTL navodi smrt zbylych
nadorovych bungk, které maji stejny Ag vystaveny na MHC-1?2,

Aby byl Ag z nddorové buiiky specificky rozpoznany TC, nesmi se zucastnit procesu centralni
tolerance probihajici v brzliku, kde se TC uéi rozpoznavat t€lu vlastni antigeny>*. Nadorové neoantigeny
(TNA, ,.,tumor neoantigen®), které vznikaji ndhodnymi somatickymi mutacemi v nddorovych buiikéch,
nemohly byt prezentované TC v ramci centralni tolerance®. Alternativou TNA jsou antigeny asociované
s nadorem (TAA, ,,tumor-associated antigen‘), které sice jsou pro buiiky organismu vlastni a vyskytuji
se tedy v procesu centralni tolerance, nicméné ten neni stoprocentni. TAA jsou nadorovymi bunkami
exprimované ve zvySené mife a v pritomnosti adjuvantnich molekul mohou byt cilem imunitni

odpovédi®®.

Nadorové bunky ndhodnym zplisobem mutuji a vytvaii tak klony, které se brani protinadorové
imunitni odpovédi expresi molekul tlumicich imunitni odpovéd’. Piikladem negativnich regulatort, tzv.
kontrolnich boda IS (,,immune checkpoints®) je exprese PD-L1 (,,programmed cell death ligand 1,
CD274), ktery vazbou na PD-1 (PDCDI) na TC vede k inhibici cytotoxické imunitni odpoveédi.
K zastaveni této odpovédi vede také vazba CTLA-4 (CTLA4) na CD80 nebo CD86 na povrchu DC.
CTLA-4 na TC ma k témto kostimulacnim receptorim vyssi afinitu nez aktivatni CD28 (CD2S§) a
negativni zpétnou vazbou tak potlacuje aktivaci TC. Proti témto proteinim je namifena imunoterapie
v podobé¢ inhibi¢nich monoklonalnich protilatek (ICB, ,,immune checkpoint blockade®, syn. ICI,
~immune checkpoint inhibitors®). Nejcastéji pouzivané ICB blokuji CTLA-4 (ipilimumab), PD-L1
(atezolizumab, avelumab, durvalumab) nebo PD-1 (pembrolizumab, nivolumab). Tato terapie blokuje
inhibici TC, posiluje celkovou adaptivni imunitni odpovéd’, véetné té protinadorové, jelikoz nedochazi

k potlageni TC odpovédi na zakladé vysoké exprese inhibi¢nich molekul nadorovymi butikami®’.

2.2 Princip ICD

Pavodni autofi konceptu ICD tento typ bunééné smrti aktualné definuji jako specificky typ
RCD, ktery je schopny aktivovat adaptivni imunitni odpovéd’. ICD propojuje vyse popsané mechanismy
protinadorové imunitni odpovédi, kdy umirajici nadorova buiika uvoliiuje adjuvantni molekuly (zde
vyhradné DAMP) schopné stimulovat pfirozenou ¢ast IS. Ta nasledné aktivuje adaptivni CTL specifické
pro TAA nebo TNA*3. Viechny slozky konceptu ICD jsou zobrazené na schématu, viz Obrazek 1, str. 5.
Jina definice pohlizi na ICD spiSe jako na komplexni souhru interakci mezi umirajici buiikou a IS nez
jako specialni piiklad RCD?. Z hlediska déleni bunétné smrti na zdkladé morfologie a signalnich

proteini spadaji pod ICD rizné typy. Jedna se o apoptotickou smrt podminénou kaspazami a
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nasledovanou sekundarni nekrozou®’, nekroptozu — regulovany typ nekrozy zavisly na proteinech
RIPK3 (RIPK3)a MLKL (MLKL)***° a pyroptozu — dalsi regulovany typ nekrozy spojeny s kaspazovym
St&penim gasderminu D (GSDMD)?!.
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Obrazek 1: Schéma imunogenni bunécné smrti a jejich hlavnich slozek. ICD induktory vyvolavaji stres v buiice vedouci az
k jeji smrti. Béhem své smrti burika vypousti DAMP molekuly, které spousti imunitni odpovéd'. Solubilni DAMP zajistuji
prilakani (,, recruitment ) profesionalnich APC, DAMP vystavené na PM pohlceni Ag (TNA nebo TAA) profesionalnimi APC,
a spolecné s IFN I aktivaci téchto bunék prirozené imunity. APC dozravaji a presouvaji se do lymfatické uzliny, kde zkrizenou
prezentaci antigenu stimuluji klondlni expanzi CD8" TC (CTL) specifickych pro nadorovy Ag. Tyto CTL se vraci do prostiedi
nadoru, kde vyvolavaji cytotoxickou odpovéd’ vedouct ke smrti zbylych nadorovych bunék, které na svéem MHC-I prezentuji
specificky Ag. Z casti CTL se stavaji pamétové burnky zajistujici imunologickou pamet. Cytotoxicka odpovéd je potlacovand
regulacnimi TC a imunosupresivnimi molekulami na povrchu nadorovych bunék. Prevzato z Galluzzi et al.’

2.2.1 Induktory ICD

Mezi induktory ICD patfi velké mnozstvi chemickych latek rizného pivodu a nékteré fyzikalni
lécebné metody. Seznam induktorti ICD neustéle roste a jejich aktudlni vycet 1ze nalézt v souhrnném
¢lanku''. Pro tuto bakalaiskou praci neni nutné vyjmenovani ve$kerych induktorti, ale ptedevsim téch,
které jsou rutinné pouzivané v klinické praxi pro 1é€bu pacientli s nddorovym onemocnénim. Jednd se
antracyklinovou chemoterapii, konkrétn& doxorubicin (DOX)%7%323 mitoxantron (MTX)%¥*34,
idarubicin (IDA)%* a epirubicin (EPI),, dale také o oxaliplatinu (OXP)"333438:3 cyklofosfamid (CP)*
42-44

¢i bortezomib*'. Lécba zalozend na fyzikalnich metodach probihd ve formé radioterapie

ultrafialového svétla C (UVC)* a fotodynamické terapie pomoci hypericinu (Hyp-PDT)*34,

! Primarni publikace neobsahuji potvrzeni EPI jako induktoru ICD, pfesto je jako induktor oznadovany

v souhrnnych ¢lancich piivodnich autortt ICD Galluzzi et al. 313637,
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Induktory ICD ovliviiuji predevsim adjuvantni slozku imunitni reakce, tedy uvolnéni DAMP
molekul z butiky!'*’. Nadorové buiiky vystavené induktorim ICD jsou preferenéné pohlcované butikami
piirozené imunity. A to v porovnani s jinymi cytostatickymi piipravky*, nebo nelé¢enymi kontrolami.
Pohlceni bun¢k vystavenych induktoriim ICD zéaroven vede k maturaci DC a zvysené expresi MHC-II,
CD80 a CD86 molekul®**, Antigenni sloZkou imunitni odpovédi se experimenty ani klinické studie
v ramci ICD prakticky nezabyvaji*®. V in vitro podminkach je ICD uréené detekci externalizace DAMP,
piipadné kvantifikace produkce IFN-y (/FNG), ktery indikuje aktivaci TC’-335:38394950  Komplexni
vyhodnoceni ICD v¢etné navozeni adaptivni imunitni odpovédi a imunologické paméti se provadi in
vivo vakcina¢nimi testy na syngennich mySich modelech, protoze je nutné pouziti imunokompetentniho
organismu. Nejcastéji se jedna o bunécnou linii CT26 a mysi BABL/c, ptipadné linii EL4 a kmen
C57BL/6° 3431 V mySich modelech byl také popsany vyznam kombinace induktori ICD
s imunoterapeutickymi piistupy ICB popsanymi v kapitole 2.1.2, str. 3°>%, Uéinek této kombinované

1é¢by je u lidskych pacientti zkoumany v ramci klinickych studii'!, dale popsanych v kapitole 4, str. 23.

2.3 DAMP molekuly asociované s ICD

Zasadnim rozdilem mezi ICD a tolerogenni apoptézou jsou uvolnéné DAMP molekuly schopné
CALR, béhem apoptozy sekretované ATP a postapopticky uvolnény HMGBI1. Dal§imi, vyrazné¢ méné
studovanymi, jsou annexin Al (4NXA1), proteiny teplotniho Soku (HSP, ,,heat shock protein®) a ne¢které
z cytokini a chemokind. Tato kapitola obsahuje doklady o roli DAMP molekul ziskané in vitro

experimenty s mySimi nebo lidskymi bunéénymi liniemi.

2.3.1 Ecto-CALR

CALR patii mezi chaperony v lumen endoplazmatického retikula (ER), tedy proteiny, které se
podileji na kontrole spravného sbaleni proteinti. Zaroven patii do skupiny lektinovych proteint, které
jsou schopné rozpoznat glykosylované proteiny. Pravé tak rozeznava spatné sbalené proteiny v ramci
takzvaného ,,calnexin/calreticulin cycle®, kde zprostiedkovava vazbu vykonnych chaperonii ERp57
(PDIA3), CYPB (PPIB) a ERp29 (ERP29)**. Jak uZ jeho nazev napovida, CALR je schopny vazby Ca*
a podili se tak na udrZeni iontové homeostazy v ER*. Dalsi fyziologickou funkci CALR uvniti ER je
tvorba ,leseni v tzv. PLC (,,peptide loading complex*), kde propojuje proteiny tohoto komplexu
(MHC-I, ERp57, TAPBP, TAPI a TAP2), pfi spravném vystaveni Ag-peptidu na MHC-I (viz kapitola
2.1.2, str. 3)%.

Po vystaveni bunék induktoriim ICD jako je MTX63445:50.57-61 | QX p34:39:48:50.57.62 ' [H () 6.35:45.57.61-
6 IDAS®, UVC3*4338 Hyp-PDT* a radioterapie pomoci gama zafeni*’, dochéazi k pfesunu CALR z ER
na povrch buiiky (ecto-CALR). Spolecné s CALR se na povrch piesouva i disulfid izomerdza
ERp576-7586162 Prg tento piesun neni kli¢ova jeji enzymaticka funkce, ale fyzicky kontakt mezi CALR

a ERp57, ktery je naruSeny bodovou mutaci v CALR H241D / D244W38, viz Obrazek 2, str. 7.
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V ptvodnich publikacich je popsana vyluéna vzajemna role ecto-CALR a ecto-ERp57°%%. Jinde viak
uvadi, Ze jde pouze o jednostranny vztah, kdy je ERp57 nutny pro ecto-CALR, nikoliv naopak®, &i uplné
vyluéuji potiebu ERp57 pro ecto-CALR®!,

Obrazek 2: Vizualizace fyzické interakce mezi CALR (modry) a ERpS57 (Zluty), vcetné dvou aminokyselin, jejichz mutace
(H241D, D244 W) inhibuje pFesun proteinii na povrch béhem ICD’8. Vytvoieno v softwaru PyMOL, na zdakladé pdb souboru
GENY.

Ecto-CALR neni na povrchu bufiky rozmistény rovnomérné, ale tvoii shluky3?*43-303765 4 je

soucasti lipidovych raftti bohatych na cholesterol*%. K jeho pfesunu na povrch dochazi v preapoptické

63439 " jeste pied vystavenim fosfatidylserinu (PS, ,,phosphatidylserin®) na PM*, coZ je typickym

fazi
znakem apoptotické smrti. Béhem ICD vyvolané MTX byl popsany pfesun CALR na povrch ve dvou
fazich. Prvni nastava po 4 hod., hodnoty ecto-CALR (% povrchova exprese) prudce stoupaji na ~400 %
a nasledné klesaji na kontrolni hodnotu 100 %. Druha faze je pozvolnd, od 12. hodiny po 48. hodinu
hodnota postupné narista az k ~400 %°°. Umisténi na povrchu bylo piivodné detekované hmotnostni

spektrometrii®. Obvykle se ale v experimentu pouziva metoda pritokové cytometrig3*3>-759-62

6,45,50,58,62

biotinylace povrchovych proteinli nasledované imunoblotem nebo imunofluorescencni

mikroskopie®3446:30,

Pfi kvantifikaci bunék nadorovych linii pozitivnich pro ecto-CALR (ecto-CALRY) je 5-10 %
pozitivnich bez 1é¢by induktorem ICD’"%, Obecné je navySeni povrchové piftomnosti po 1é¢bé
nadorovych bun¢k zavislé na kaspazach, jak dokazuje snizeni ecto-CALR pfti pouziti nespecifického
inhibitoru kaspaz z-VAD-fmk®*. Transport je charakterizovany anterogradnim presunem z ER
do Golgiho aparatu (GA) a vackovou exocytozou pomoci aktinového cytoskeletu®**#. Konkrétni
proteiny zodpovédné za piesun byly stanovené farmakologickou nebo genetickou (shRNA / siRNA)
inhibici. Pfi takové inhibici dochazi ke sniZzeni ecto-CALR, coz je pfi pouziti FCM kvantitativné
vyhodnocené jako pokles ecto-CALR" bungk (v %) **°%%7  p¥i imunoblotu kvantitativné jako hladina

proteinu, avak nékdy pouze kvalitativné zobrazené*#-30:61,

K ptesunu CALR po 1écbé antracykliny dochazi na zakladé aktivace jedné ze signalizacnich
drah spojenych se stresem ER (UPR, ,,unfolded protein response®, obecnéji ISR, ,,integrated stress

response‘”). Jedna se o fosforylaci, a tedy aktivaci kinazy PERK (E/F2A4K3), ktera fosforyluje translaéni
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faktor elF2a (EIF2A)%34576061 Mezi mechanismy UPR patii také aktivace proteinti IREla a ATF6, ty
ale neovliviiyji pfesun CALR b&hem ICD?’. Pro ecto-CALR je tedy zasadni fosforylovany elF2a. (p-
elF2a). Pfi mutaci aminokyseliny serin na alanin (S51A), nelze elF2a fosforylovat a % ecto-CALR"
bunék odpovida neléené kontrole (5 %)**. Vedle kinazy PERK jsou za p-eIF2a zodpovédné i kinazy
PKR (EIF2AK2) a GCN2 (EIF24AK4)%*¢!, Dalsim funkénim systémem podilejicim se na ecto-CALR
jsou proteiny apoptdzy, jako je kaspaza 8 (CASPS), Bap31 (BCAP31), Bax (BAX) a Bak (BAK)**®.

Za posledni krok translokace jsou zodpovédné proteiny rodiny SNARE, které zajistuji splynuti vacku
(VAMPI) s PM (SNAP25)*,

Pokud jsou nadorové buiky vystavené Hyp-PDT, ecto-CALR neni na povrchu spolecné
s ERp57, neni zapotfebi ani p-elF2a, avSak nutné jsou kindzy PERK a PI3K*. Jak v piipadé
chemoterapeutické 1é¢by, tak Hyp-PDT je ecto-CALR zavisly na vazbé na receptor CD91 (LRPI),
jelikoz samotny nemé transmembranovou doménu, kterd by zajistila jeho vystaveni na PM®.
Jako negativni regulatory translokace CALR se ukazaly antioxidanty zneSkodiujici volné reaktivni
formy kysliku (ROS, ,reactive oxygen species,,) (L-histidin, GPX4, NAC, GSH)***. Dale také
mikroRNA miR27-a, ktera snizuje fosforylaci PERK, tedy i elF2a, a pfesun CALR na povrch®. Tato
miR27-a je vezvySené mife exprimovana v nékterych nadorovych buiikach (pf. adenokarcinom,
kolorektalni karcinom) a pfimou interakci brani syntéze proteinu CALR %, Negativni vliv na ecto-
CALR maji také rizné a-integriny. CALR se vaze na aminokyselinovy motiv GFFKR v cytosolické
doméné t&chto membranovych proteinti, coZ znemoZfiuje jeho pfesun na povrch®%3. Podle autorii Liu ef
al. by k této interakci mélo dochazet v cytosolu — vnitinim tekutém prostiedi buiiky mimo vacky.
Avsak podle vySe popsanych mechanismi se CALR dostavd na povrch vackovym transportem.
Mechanismy translokace CALR z ER na povrch buriky vcetné ptislusnych molekul jsou zobrazené na

schématu, viz Obrazek 3, str. 9.

Vyse zminény receptor CD91 je zaroven receptorem na DC, diky kterému dochazi na zakladé
ecto-CALR k pohlceni umirajicich nadorovych bungk**®. Pro efektivn&jsi pohlceni dochdzi na PM
umirajicich bun&k k segregaci proteinu CD47 (CD47), ktery procesu pohlceni zabratiuje®>%’. V konceptu
ICD je ecto-CALR zodpovédny za iniciaci procesu fagocytozy®>%+¢7, Zakladnim predpokladem ale je,
ze pohlcené Ag z nadorovych bun€k budou prezentované na molekulach MHC-I1 / MHC-II na povrchu
DC. DC jsou ale mnohem mensi nez bunky nadorové, a tak nemohou nadorovou bunku fagocytovat
celou jako makrofagy, ale pohlcuji pouze malé fragmenty bunék makropinocytdzou, kterd nasledné vede

23,48,65

k prezentaci Ag . Kazdopadné ecto-CALR je nezbytny pro imunitni odpovéd sledovanou

pii vakcina¢nich experimentech na mys$ich modelech®#-%,
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Obrazek 3: Schéma mechanismii spojenych s presunem CALR z ER behem ICD. Molekuly, které hraji roli v translokaci
CALR jsou zobrazené véetné jejich realné lokalizace v burice. Modre znacené jsou molekuly s pozitivnim vlivem na ecto-
CALR, cervené pak molekuly s negativnim vlivem. Vytvoreno pomoci BioRender.com

2.3.2 Extracelularni ATP

ATP je purinovy nukleotid, ktery je za homeostatickych podminek umistény vyhradné uvnitt
buriky. Jeho hlavni intracelularni roli je pfenos energie v biochemickych drahdch metabolismu buriky®®.
Béhem ICD dochazi k sekreci ATP ven z umirajici buiiky, a to v dusledku piisobeni induktort
DOX7:61.69.70 - QX P73831 MTX3#516169 " Hyp-PDT**?, UVC’"72, Takto sekretované ATP (eATP) je
nejcastéji detekované v supernatantu bun€k pomoci komerénich kit zaloZzenych na luciferin-
luciferazové reakci, ktera probiha pouze v piitomnosti ATP”#731-61.72 'Vyjime&n& pak pomoci FCM nebo

imunofluorescenéni mikroskopie po znaceni fluorochromem citlivym na ATP (quinacrine)’'.

K vypusténi ATP dochézi béhem apoptdzy kombinaci nékolika mechanism@®!, jejich pfesné role
ale neni pIn& objasnéna®'. Prvnim objevenym mechanismem je uvolnéni kanalem pannexin 1 (PANX]),
ktery je aktivovany kaspazou 3 (CASP3) nebo kaspazou 7 (CASP7)’"7%2, Tyto kaspazy proteolyticky

odstépuji autoinhibi¢ni C-koncovou doménu kanalu, ¢imz ho aktivuji’>”?

. Tato sekrece vSak neni
pro imunogenni vlastnosti béhem ICD vyvolané antracykliny dostatecna, a tak je doplnénd lyzozomalni
exocytozou a sekreci zavislou na genech ATG**°7°, Konkrétné se jedna o ATGS5, ATG7** a Beclinl

(BECNI)®'. Po Hyp-PDT neni signifikantni rozdil mezi sekreci ATP bez funkéniho 4TG5 a kontrolou®.
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ATP se v buiice pied 1é¢bou nachazi v lyzozomech (LAMP17), nasleduje presun do autolyzozomu nebo
autofagozomi (LC3%)36!, Exocytdza t&chto vacki je zavisla na VAMPI1 proteinu, a zaroveni se béhem
ni dostava na povrch LAMP1 (LAMPI)*'. Poslednim mechanismem je apopticky blebbing zavisly
na kinaze ROCK1 (ROCKI) a proteinech rodiny myosin II’!. Vzniklé apoptické vacky jsou vici

extracelularnimu prostiedi uzaviené, prispévek tohoto procesu pro eATP tedy neni presné vysvétleny.

Extracelularni ATP ma v rdmci ICD dvé hlavni funkce. Prvni z nich je chemoatrakce monocyti
a DC (CDl1l1c"), ovéfena jak in vitro, tak v in vivo v mySich modelech. K migraci bunék piirozené
imunity dochazi v dasledku vazby ATP na purinergni receptor P2Y2 (P2RY2)*7!. Druhou funkci je
aktivace inflamazomu v DC, coz naslednou produkei cytokinu IL-1f vede ke stimulaci adaptivnich TC
a produkci IFNy, opét jak in vitro, tak in vivo”®. V tomto piipadé se ATP véaze na receptor P2X7
(P2RX7), nasleduje NLRP3 kaskada, tvorba inflamazomu a aktivace CASP1, ktera nastépenim aktivuje
IL-1B7. Tyto imunogenni vlastnosti eATP jsou negativné ovliviiované ektonukleotiddzami CD39
(ENTPDI) a CD73 (NT5E), které rozkladaji ATP na imunosupresivni formy adenosindifosfat
a adenosinmonofosfat®®. Kvili této aktivité dochazi ke sniZeni schopnosti piilakani bunék IS nebo jejich
aktivace®®®"!, Funkce eATP v TME tedy zavisi na p¥itomnosti rtiznych povrchovych receptori a mize

byt jak protinadorovd, tak pronadorova®®. Riizné mechanismy sekrece a funkce eATP v ramci ICD

shrnuje schéma, viz Obrazek 4 nize.
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Obrazek 4: Schéma mechanismii sekrece ATP a funkce v extracelularnim prostoru behem ICD. Vytvoreno pomoci
BioRender.com
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2.3.3 Extracelularni HMGBI1

Dalsim proteinem, ktery patfi mezi DAMP uvoliiované z bunky béhem ICD, je HMGBI.
Ve zdravych butikach se tento protein nachdzi v jadfe. Jedna se o nehistonovy protein ze dvou domén
(boxA, boxB). Kazda z téchto domén je tvofena tfemi alfa-helixy, které jsou vici sobé postavené
do pismene ,,.L*, a tvoii tak specifickou doménu (HMG-box). Diky ni se HMGB1 vaze na DNA,
zpiisobuje jeji ohyb a umoziiuje tak vazbu dalSich proteind, napiiklad transkripénich faktorti’*.
V sekvenci tohoto proteinu se nachazi tii cysteiny, tedy aminokyseliny, jejichZ postranni fetézec je
zakonceny atomem siry (C23, C46, C106). Atomy siry se podle redoxnich vlastnosti prostiedi vyskytuji
v riznych oxidoredukénich stavech — v redukujicim je postranni fetézec zakonceny sirou a vodikem
(-SH), v oxidujicim disulfidickym mistkem (S-S), a v siln€ oxidujicim sulfonovou kyselinou (SOsH),
viz Obrazek 5 nize. Diky tomu mtize HMGBI1 nabyvat tii forem — frHMGBI1 (,fully reduced®),
dsHMGBI (,,disulfide®, S-S mezi C23-C45), foHMGBI (,,fully oxidized®, cysteiny s SO3;H).

C23

C45

Obrazek 5: Detailni zobrazeni konkrétnich stavii siry v postrannim retézci aminokyselinovych zbytkii cysteinu C23 a C45
v proteinu HMGBI. V redukujicim prostredi je cystein zakonceny atomem siry a vodiku (modrad struktura), v oxidujicim
prostredi dva atomy siry tvori disulfidicky miistek (oranzova struktura) a v silné oxidujicim jsou cysteiny zakoncené kyselinou
sulfonovou (fialova struktura). Barevné rozliseni atomui: uhlik (barva prislusné struktury), sira (Zluta), kyslik (Cerveny), dusik
(tmaveé modry), vodik (bily). Struktury jsou zobrazené pomoci sofiwaru PyMOL, na zakladé dat predikovanych
v Panneerselvam et al.””

Do extracelularniho prostoru se HMGB1 dostava dvéma zplsoby. Prvnim zptisobem je aktivni
proces neklasické sekrece proteinti LLSP (,,leaderless secretory protein®), kterym je uvoliiovany z bunék
IS, Naopak nadorové butiky vystavené DX333! MTX3%61 DA, OXP?3?, CP* a radiaci’”’ uvoliuji
HMGBI pasivné. Piesny mechanismus neni vyjasnény®, nicméné po MTX / OXP / DX dochazi
k pfesunu HMGBI1 do cytoplazmy3®>7. Odtud se do okoli dostava v pozdni fazi apoptdzy, respektive
béhem sekundarni nekrézy, kdy dochazi k ruptufe PM (nejméné po 6 hod., s maximem po 24
hod.)#333%61L77.78 Pf{tomnost HMGBI v okoli bunék (supernatantu) je detekovani metodou ELISA®35-?

nebo imunoblotem*%-30-0!,

Funkce HMGBI v extracelularnim prostfedi a vazba na pfislusné receptory zavisi na forme,
ve které se protein nachazi. Ve stavu frHMGBI se dostava z redukujiciho prostiedi buiky, v oxidujicim
extracelularnim okoli se méni na dsHMGBI, ktery muze byt plsobenim ROS oxidovany az

na foHMGB17°. FrHMGBI tvoii heterodimer s chemokinem CXCL12 (CXCLI2) a spole¢né se vazou
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na CXCR4 (CXCR4) receptor bun€k pfirozené imunity a tim stimuluji migraci t&chto bunék”%,
Interakci mezi frHMGB1 a dvéma molekulami CXCL12 lze vizualizovat bioinformatickymi metodami
(,,protein-protein docking*)®!. DsSHMGBI s redukovanym C106* a disulfidickym mustkem C23-C45 se
pies adaptorovy protein MD2 (LY96) vaze na TLR4 (TLR4) a tim spousti signaliza¢ni kaskadu vedouci
k aktivaci transkrip&niho faktoru NF«B a produkci prozanétlivych cytokini (TNF, IL-1B)7.1 Stejné jako
v ptedchozim pfipad¢ byla vazba dsHMGB1 na TLR4 na zéklad¢ predikovanych struktur zobrazena
v bioinformatické studii”®. Chemoatrakeni i imunostimulaéni vlastnosti extracelulirniho HMGBI se

ztraci, pokud dojde k jeho plné oxidaci diky ROS uvolfiovanych béhem tolerogenni apoptozy’®.

Vazba na receptor TLR4 bez urceni presné formy HMGBI je zasadni pro ICD. Signalizace
spusténa HMGB1 na TLR4 vede ptes adaptorovy protein MYDS88 (MYDSS) k prezentaci Ag na MHC-
Ia MHC-II DC. Tato signalizace nema vliv pfimo na pohlceni Ag nebo umirajicich bunék, ale zajistuje,
7e pohlceny material neni degradovany v lyzozomu?®. Zarovefi je HMGB1 zodpovédné za stimulaci TC
stanovenou produkci IFN-y in vitro®. Imunogenni vlastnosti HMGB1 byly potvrzené také v in vivo
mysim vakcinaénim modelu®3°. Pozitivni vliv HMGBI na prezentaci Ag byl popsany také vazbou na
receptor TLR2 (7LR2)"". Dalsim receptorem proteinu HMGBI1 je RAGE (4GER). Pokud se na n&j vaze
boxA, vznikly nastépenim kaspazou 1, nasledna signalizace vede k aktivaci NLRP3 inflamazomu a
aktivaci IS%. V piipadg, Ze se na RAGE vaze frHMGBI, dochazi diky autoféagii k rezistenci nadorovych
bun&k vici OXP*S.

Literatura ohledné konkrétni oxidoredukéni formy HMGBI v ramci ICD chybi. I v obecném
méfitku je funkce specifické formy HMGBI1 jako DAMP molekuly nekonzistentni a nedostatecna.
Konkrétni forma proteinu a vazba na receptory je popisovana v pomérné starych publikacich, nékdy
znaéné problematickych, nicmén& dodnes citovanych v souhrnnych €lancich™’. Pro piedstavu je

dosavadni poznani ohledné role extracelularniho HMGB1 shrnuté na schématu, viz Obrazek 6, str. 13.

ii Rada bych poukazala na problematiku falsifikace dat u skupiny autort publikaci ohledné konkrétni formy HMGBI a vazby
na specificky receptor’®8%8283 V ramci této skupiny a tématu byl v roce 2011 publikovany ¢lanek, ktery byl k 20. 12. 2020
stazeny z dGivodu podvodného nakladéni s daty z hmotnostni spektrometrie®*. Tento ¢lanek byl do té doby podle GoogleScholar
440x citovany. V internim vysetfovani na Univerzité v Liverpoolu byl jiz v roce 2018 z pochybeni ve vyzkumu a falsifikace
dat obvinény jeden z autord ¢lanku (Daniel J. Antoine) (publikovano 17. 8. 2020). Na zaklad¢ tohoto auditu byly nekteré jeho
dalsi ¢lanky stazené, ptipadné podrobené kontrole. Nicméné u dvou hojné citovanych (609x, 257x k 21. 12. 2021) publikaci
neni na strankach odborného ¢asopisu Journal of Experimental Medicine ani zminka o pochybeni, pfestoze je Antoine jednim
z autord”®%3,
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Obrazek 6: Schéma uvolnénti, specifické formy HMGBI a vazby na prislusné receptory véetné jejich nasledné funkce.
Prevzato z Kwak et al.¥’

2.3.4 Dalsi molekuly asociované s ICD
Kromé vyse popsanych DAMP, které jsou charakteristické pro ICD, jsou s timto typem bunécné
smrti asociované i dal§i molekuly. V literatufe se popis jejich piesné funkce Casto opira pouze o jeden

¢lanek nebo né&kolikanasobné citace v souhrnnych ¢lancich™!8,

Jednou z takovych molekul je protein ANXAT, ktery se v ramci buiiky vyskytuje jak v cytosolu,
tak asociovany s PM. Podle ptivodni publikace v ramci ICD je jeho funkci zajisténi pfesného postaveni
umirajici nadorové buiiky vié¢i DC, a to vazbou na receptor FPR1 (FPR1). Tato tloha byla stanovena
na zakladé experimentii s buiikami deficientnimi pro tento protein (dnxal™). Zarovei ale byla metodou
ELISA detekovana jeho sekrece do prostiedi v disledku 1é¢by MTX / DOX?2, Tézko tedy soudit, zda
jako DAMP funguje membranové vazany, nebo sekretovany ANXA1. Podle nedavné publikace se tento
protein podili na presunu CALR na povrch, jelikoz Anxal” buiiky vystavené MTX / DOX nebyly
pozitivni pro ecto-CALR®®. Pfesna iloha b&hem ICD zlstiava neobjasnénd, ale obecné ma ANXA1

v imunitnim systému rtizné funkce®.

Vedle ecto-CALR se na povrchu bunky objevuji i dalsi dva chaperony ER — HSP70 a HSP90.
Jejich piesun na povrch byl detekovany po DOX, IDA®, a bortezomibu*'. V ptipadé 1é¢by Hyp-PDT
dochézi pouze k pfesunu HSP70%44, Stejné& jako pro CALR je receptorem té&chto proteinit CD91°!, coz
by naznacovalo jejich funkci v pohlceni fragmentl umirajici buiiky. Nicméné jejich vliv na tento proces

je mensi v porovnani s ecto-CALR®.

Komunikace bunék IS je obecné zalozena na cytokinech a chemokinech. Bunky podléhajici ICD

vypousti v disledku radioterapie®>*?, OXP*, MTX®*? a DOX***! molekuly, které jsou obdobné
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imunitni odpovédi pii napadeni patogenem. Jedna se o chemokiny CXCL10 (CXCL10)****%! CCL2
(CCL2) a CXCL1 (CXCLI)*, které jsou zodpov&dné za chemoatrakci imunitnich bun&k. Transkripce
a vypusténi t&chto chemokini je pod vlivem cytokind, ptedevsim IFN typu I (IFNo a IFNB)**!, IFN
typu I jsou produkované také DC, a to diky signalni kaskad¢ spusténé DNA pochazejici z nddorovych
bunek. DNA se vaze na receptor cGAS (CGAS) a signalizaci ptes protein STING (STINGI) vede

k produkci IFNB, diky cemuz opét dochazi ke stimulaci adaptivnich CTL a sekreci IFNy*>44,

3 Detekce DAMP molekul v klinickych vzorcich

U pacientd s nddorovym onemocnénim jsou DAMP molekuly detekované v Cerstvé odebranych

X97-100

vzorcich?**, v kultivovanych ex vivo vzorcich®*, v krevni plazmé 101-107

¢1 séru a v tkanich

fixovanych formalinem a zalitych v parafinu (FFPE, ,,formalin-fixed paraffin-embeded‘)**-#4102.108-112,

Jedna se o pacienty s pevnymi nadory organd traviciho traktu®®19%105110.112 "hlayy krku a mozku!%%103.109,

97,98,111 93,107

s rakovinou prsu , plic a vajeéniki®. Leukemickymi nadory v kontextu ICD se zabyva

101,106,113

piedevsim prazska laboratoi Sotio , ale 1jiné laboratofe®.

Konkrétni typy nadord se oznacCuji zkratkami, jejich pouziti se ale v publikacich lisi, a
neodpovida zkratkam stanovenym v databazi TCGA (,,The Cancer Genome Atlas®). Pro piiklad,
v pripad¢ leukemickych nadord je akutni myeloidni leukémie oznac¢ovana v publikacich zkratkou AML
apodle TCGA LAML (,,acute myeloid leukemia“). V této bakalaiské praci jsou uvedené zkratky TCGA,
s vyjimkou nadorovych typt, kde si zkratky v publikaci a databazi vzajemné neodpovidaji, pf. pod
zkratku NSCLC (,,non-small cell lung cancer) pouzivanou v klinice pro nemalobunéény karcinom plic
lze podle TCGA zatadit dva podtypy (LUAD ,,lung adenocarcinoma* a LUSC ,,lung squamous cell

carcinoma‘).

Pacienti  trpici  rakovinou jsou bé€zné¢ 1éCeni  induktory ICD, pfedev§im
antracykliny?>-97-10L104106.1TLI3 - X P " nebo kombinaci chemoradioterapie!®!9%!1%, Detekce DAMP

spojenych s ICD probihd i u pacientli, ktefi chemoterapeutickou 1é¢bu nepodstoupili®*!1%11° P

prospektivnim sbéru vzorkii je mozné sledovat zmé&nu hladiny DAMP b&hem 16¢by?39497-100.102.104-
107,110,111‘ Vkllnlck}”ch VZOfCiCh je detekovan}’] CALR93795,101,102,106,1097113 a HMGB1977100,1027108,111, ve

velmi omezené mite i HSP70%106:109.110 3 HSP9()!106,

3.1 Metody detekce DAMP molekul
Volba pouzité metody detekce DAMP zavisi na typu odebraného vzorku. FFPE vzorky

nadorové tkané jsou nejCastéji barvené imunohistochemickou metodou a vyhodnocené svételnou
mikroskopii''*. Pii sbéru krevnich vzorki jsou hladiny DAMP kvantifikované pomoci metody ELISA.
A to bud’ v plazmé, tedy tekuté slozce krve bez bunék, s proteiny a mineralnimi latkami, nebo v séru,
které na rozdil od plazmy neobsahuje faktory pro srazeni krve. Tteti hlavni metodou je FCM, ktera se

vyuziva pro Cerstvou disociovanou nadorovou tkan nebo PBMC (,,peripheral blood mononuclear cell*),
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tedy mononuklearni bufiky krve (lymfocyty, monocyty) pacientd s nadory krve!'>. Dopliiujici metodou
v malém mnozstvi publikaci je imunofluorescenéni mikroskopie vzorkti FFPE!'®, PBMC!%! nebo &erstvé
tkan&®®. Jednotlivé metody pouzité pro detekci CALR, HMGBI1 a HSP70/HSP90 v riiznych typech

vzorki shrnuje Tabulka 1, str. 18.

3.1.1 IHC

Nadorova tkan odebrana béhem operace je fixovana FFPE a nasledné retrospektivné
vyhodnocena IHC, kdy dochazi k detekci antigenu v imobilizovaném vzorku. Antigen, v pfipad¢é ICD
konkrétni DAMP, je rozeznavany specifickou protilatkou. Princip detekce spociva ve vazbé sekundarni
protilatky a enzymatické reakci (nejcastéji peroxidaza), ktera zplsobi Zluté¢ az hnédé zbarveni bunck

114

v &astech pozitivnich pro Ag!!'. Néslednou svételnou mikroskopii je uréena exprese CALR?394102:109-112

HMGB1102108.111 3 HSP70!19%11° Pomoci IHC nelze uréit piesnou lokalizaci DAMP. Jedna se o obecnou

pfitomnost uvnitf bunék a v riznych vnitrobun&énych kompartmentech véetné jadra''4

. V riiznych
¢astech bunky maji ale jak CALR, tak HMGBI1 naprosto odlisné biologické funkce (viz kapitola 2.3).
Naptiklad u CALR je pro ICD nutna lokalizace na vnéj$i strané PM. V jedné z publikaci autoii uvadi
rozliSeni mezi vnitrobunéénym a ecto-CALR pii 400nasobném zvétseni ve svételném mikroskopu®,

nicméné o piesnou lokalizaci na vnéjsi strané PM se nejedna.

93,94,102,108-111 4
, ktera

Dalsi nevyhodou IHC je nejcastéji pouzivana semikvantitativni analyza
podléha subjektivnimu Gsudku pozorovatele a je t&€zko reprodukovatelna!!*. Pfi takovém vyhodnoceni
jsou spocitané pozitivné znacené bunky v 5-10 nahodné vybranych oblastech. Podle jejich

110,111,117

procentualniho zastoupeni viéi celkovému poctu bunék jsou vzorky rozdélené do Ctyt , nebo

péti®* skupin. Na zékladé téchto skupin jsou pacienti rozdéleni do skupin CALRM™ a CALR™,
respektive HMGB1" a HMGB1'. Konkrétni oznadeni se v publikacich 1i§i, ale principidlng jde
o rozdéleni na dvé skupiny — s vys$i, nebo nizsi expresi. S takovym rozdélenim se dale pracuje pro

retrospektivni korelaci s dobou pieziti.

Alternativou k subjektivni interpretaci a nepfesné kvantifikaci je pocitaCova analyza obrazu.
Timto zptusobem, konkrétné softwarem StrataQuest, byla vyhodnocend exprese CALR u pacientl

s metastazujicim typem rakoviny traviciho traktu''

. Béhem takové analyzy dochazi k rozliSeni vSech
jednotlivych bun€k (modré), bunék pozitivnich pro specifickou protilatku (hnédé) a vypoctu pozitivni

populace v procentech, viz Obrazek 7, str. 1612,

15



Area (um?)
Area fpm?)

Blus shades|(Mean intensity) Brown hades (Mean intensity)

Backward gating

Obrazek 7: Automaticka analyza obrazu pro vvhodnoceni IHC. Stanoveni % populace pozitivnich bunék je presné diky
rozlisent jednotlivych bunék (modré) a bunék pozitivnich pro specifickou protilatku (hnédé). Analyza obrazu je dostupnd na
Fig. S3 (str. 11) v souboru Supplementary material prislusné publikace. Upraveno podle Laengle et al.!’?

3.1.2 ELISA
Metodou ELISA je piesné kvantifikovana hladina hlavné HMGBI, a to jak v séry!0%104-107.116

tak v plazmg&®1%,

HMGBI1 tedy neni detekovany v piimo v TME, ale v periferni krvi. Nutné
podotknout, Ze situace v periferni krvi nemusi odpovidat stavu nadorovych bunék, respektive
nadorovému mikroprosttedi'®!1%. Vyhodou této metody je pfesna kvantifikace koncentrace molekuly.
Pro funkci HMGBI je ale zasadni nejenom mnozstvi, ale také konkrétni oxidacni stav, ktery urCuje
vazbu na receptory. Ke stanoveni oxida¢niho stavu v klinickych vzorcich nedochazi. V nékterych
ptipadech je detekovany receptor HMGB1 RAGE, ale opét pouze metodou ELISA, tedy solubilni

RAGE??%1% | ¢o7 neptinasi zadnou informaci o jeho roli v bun&né signalizaci.

Rozdilnym pfistupem vyuzivajicim stejnou metodu je kvantifikace HMGB1 v ex vivo
kultivovaném vzorku. Jedna se o tkan nadoru mocového méchyfe odebranou béhem TURBT
(,.transurethral resection of bladder tumour®). Cést tkané je prenesena do misky pro kultivaci organd,
kde je po dobu jedné hodiny vystavena 240uM MMC, coz odpovida bézné intravezikalni 1é¢beé pacientt
nasledujici ihned po provedeném TURBT. K detekci HMGB1 dochazi po 16 hodinach kultivace bez

chemoterapeutika v supernatantu kultivovanych bungk?®.

ELISA se v omezeném mnozstvi publikaci vyuziva i pro detekci CALR, HSP70 a HSP9(Q'0!:1%,
I zde se jedna o detekci solubilnich proteinii neasociovanych s bunéénym povrchem, avsak tyto proteiny

jsou v béhem ICD lokalizované praveé na membrang (viz kapitola 2.3.1 a 2.3.3, str. 6 a 13).

3.1.3 FCM

Pomoci FCM lze urcit lokalizaci na PM u bunék s intaktni PM a piesné kvantifikovat populace
pozitivnich bunék pro ecto-CALR, ptipadné ecto-HSP70 nebo ecto-HSP90. Piekonava tedy nevyhody
vySe popsanych metod. FCM se vyuziva pro vzorky PBMC u LAML>10L106:113 3 gerstvou tkan ziskanou

293,94

z pevnych nadord®**4. Tkan pevnych nadort je nutné pted FCM disociovat, a to pouze mechanicky®,
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nebo v kombinaci s enzymatickou homogenizaci kolagendzou D (1 mg/ml) a DNazou I (0,2 mg/ml)

po dobu 30 minut®.

U obou typi vzorkd se nejprve ur¢i zastoupeni zivych a mrtvych bunék. K tomu slouzi
kombinace fluorescencné obarveného rekombinantniho Annexinu V (ANXAS), ktery se vaze na PS,
a DNA-interkala¢niho barviva DAPP*9*10613 " jindy pouze DAPI'®, 7AAD'"!, nebo Live/Death
Yellow”. Analyza ecto-CALR probih4a pouze na zivych (AnnV'DAPI) nebo ¢asné apoptickych
umirajicich bunkach (AnnV'DAPT), nikoliv na mrtvych (DAPI', 7AAD", Live/Death"). K oznadeni
mrtvych bunék dochéazi po naruseni PM. Vylouceni mrtvych bun€k béhem tzv. gatingu v ramci analyzy
tedy eliminuje fale$né pozitivni vysledky a zptesiiuje identifikaci membranové lokalizace ecto-CALR.
Ve vzorcich disociovanych pevnych nadori tvofi mrtvé bufiky az 46,6 %%, coz naznaduje vysokou miru

poskozeni bunék béhem pripravy vzorku.

Diskriminace rtiznych populaci zivych bun¢k probiha znacenim Ag protilatkami. Specifickou
populaci bunék lze pfi analyze dat urcit pozitivné — buiky jsou pozitivni (Ag"), negativné — butiky jsou
negativni (Ag), nebo na zakladé nizsi fluorescence v porovnani s pozitivni populaci (Ag¥™). Napiiklad
v populaci PBMC jsou nadorové maligni blasty (nezralé myeloidni prekurzory) urcené jako populace
bunék CD34"CD3"CD14%%, CD45%mCD471%1 CD33*CD45"1%:113 Nadorové buiiky v disociované tkani
jsou stanovené jako pozitivni pro pancytokeratin (klon protilatky AE1/AE3 specificky pro cytokeratiny
1-8, 10, 14-16 a 19), lidsky epitelialni antigen (EPCAM) a CD277 (BTN3A42)%4.

Na takto vybranych bunkach je sledovana fluorescence odpovidajici ecto-CALR. Pro detekci

93,94,106,113 nebo OzymeIOI.

ecto-CALR jsou se pouzivaji polyklonalni protilatky firmy Enzo Life Sciences
Zasadni nevyhodou polyklonalnich protilatek je vyssi pozadi detekce, zplisobené vétSinou zktizenou
reaktivitou nebo pritomnosti mensinovych specifit v séru, které mohou do vysledkii vnaset falesSnou
pozitivitu. Stejné tak k falesné pozitivité vede endocytoza znacici protilatky, proto jsou bunky vystavené
podminkam, které inhibuji jejich metabolismus. Toho se da dosahnout inkubaci, respektive praci na ledu
(pfi 4 °C), nebo preinkubaci s azidem sodnym (NaN3), ktery je soucasti barviciho pufru''>. Dalsim
faktorem, na ktery je tfeba brat zietel, je vlastni analyza, tedy manudlni ohraniceni cilovych populaci
bunc¢k. FCM umoziiuje oproti pfedchozim metoddm pifesnéjsi kvantifikaci a jeji vyhodnoceni probiha

softwarové (FlowJo). Nicméné i tato analyza z ¢asti podléhd osobnimu tsudku, jelikoZ se jednd o

manualni vyhodnoceni''®.
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Tabulka 1: Metody detekce DAMP v klinickych vzorcich nadorovych pacientii.

Metoda Vzorek DAMP Citace
HMGBI1 102,108,109,111
IHC FFPE CALR 93,94,102,109-112
HSP70 109,110
plazma 97-100
HMGB1 102-107
ELISA
sérum CALR 101,106
HSP70/90 106
PBMC 94,95,101,106,113
CALR
FCM Cerstva tkan 93,94
PBMC HSP70/90 95,106
Cerstva tkan 93
. . CALR
Imunofluorescenc¢ni mikroskopie PBMC 101
FFPE HMGB1 103

3.2 Zména hladiny DAMP béhem lécby

V in vitro experimentech dochazi po vystaveni nadorovych bun€k induktoru ICD k sekreci
DAMP, nebo jejich vystaveni na povrchu. Vysledky z klinickych vzorkli vSak nejsou jednoznacné.
Nékteré publikace ukazuji pied a po 1écbé induktorem ICD pozitivni vliv (tedy nardst, oznaceno
TADAMP)?>79%.100.110.H1 " iing negativni (pokles, oznaeno |ADAMP)!%193197 nebo Zadnou vyraznou

zménu 394101102106 vi7 Tabulka 2, str. 23.

Pro priklad, pacienti s BRCA (n = 41) byli léCeni EPI a docetaxelem. Celkem 22 pacientd na
tuto 1é¢bu odpovidalo, odpovéd nadoru byla stanovend jako kompletni nebo Castecnd patologicka
odpovéd’. U 17 z t&chto 22 doslo po prvni didvce chemoterapie k zvySeni hladiny HMGBI v plazmé&®’.
Stejné tak tomu bylo u 37 z 50 pacientti s rektalnim adenokarcinomem, ktefi prosli chemoterapii (OXP,
5-fluorouracil) a radioterapii®. V ptipadé nadorti hlavy a krku hladina HMGB1 v plazm& b&hem

100

chemoradioterapie kolisala, na konci mélo 8 pacientti z 11 vySsi koncentraci nez pred 1é€bou’™. Opacné

vysledky pfinasi stanoveni AHMGBI v séru, a to u pacientli podstupujicich chemoterapii pfi 1écbé

197 Bghem ex vivo inkubace nadort

BRCA'™, rakoviny slinivky'®, nebo riznych typt rakoviny plic
mocoveého méchyte s MMC byla kvantitativni zména hladiny HMGB1 urcena jako relativni nartGst
oproti nelécené kontrole. U ~45 % vzorkd doslo k pomérnému zvySené hladiny. Relativni nartst se

pohyboval mezi hodnotami 2-9 nasobku, pfesna koncentrace HMBG1 neni v publikaci uvedend®.

Pfi vyhodnoceni FFPE vzorkli pomoci IHC je zvysena uroven TAHMGBI1 i {ACALR urcena
jako presun do vyssi kategorie, ozna¢ené 1+, 2+, 3+, 4+, na zakladé stanoveného relativniho zastoupeni
pozitivnich bungk, viz Chyba! Nenalezen zdroj odkazu., str. 19. Prikladem jsou vzorky BRCA
pacient(, kteff byli 1é¢eni kombinaci chemoterapeutik (5-fluorouracil, EPI, CP)!'!. N&které publikace
nesleduji pfimo zménu v jedinci, ale porovnani hladinu DAMP u skupin pacientd, ktetfi podstoupili,

nebo nepodstoupili chemoterapeutickou 1é¢bu. Pii porovnani pacientti s nadory slinivky a vajecnikd,

18



kteti pted operativnim zékrokem prosli chemoradioterapii, s témi, ktefi neprosli, ma prvni skupina

zvysenou celkovou expresi CALR a HSP70°4!10,

A HMGB1

Obrazek 8: Zvyseni exprese HMGBI1 a CALR v burikach BRCA pred (before) a po (after) chemoterapii induktory ICD.
Detekované jako presun z méné pozitivni skupiny (1+ /2+) do vice pozitivni (3+) v ramci semikvantitativni analyzy IHC, tedy
% zastoupeni pozitivnich bunék. Zvétseni 400x. Upraveno podle Aoto et al.!!!

U pacientii s LAML nedoslo béhem antracyklinové terapie k % zvySeni populace bunék ecto-
CALR", ecto-HSP70" nebo ecto-HSP90". Maligni blasty pacienti mély tyto DAMP na povrchu
vystavené uz pied 1é¢bou IDA a daunorubicinem, viz Obrazek 9 nize!'?-!% Na povrchu malignich blastt
ex vivo kultivovanych spolecné s daunorubicinem doslo ke zvySeni ecto-CALR — urceno jako median

intenzity fluorescence (MFI, ,,median fluorescence intensity*), méfené FCM*,
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Obrazek 9: Srovnani populaci ecto-CALR™ (zde ecto-CRT") (4), ecto-HSP70" (B) a ecto-HSP90" (C) v populaci Zivych
(DAPT AnnV") a umirajicich (DAPI AnnV*) malignich blastii (CD33"CD45"). Jedna se o vzorky PBMC ze zdravych darcii
(HD) a pacientit s LAML pred (prior) a po (post) antracyklinové lécbé. Meérené metodou FCM, ohranicent cilovych populaci
béhem analyzy (,, gating strategy ) je dostupné na Supp.Fig.1 (str. 3) v souboru Supplemental information prislusné
publikace. Upraveno podle Fucikova et al.!?%
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3.3 Korelace DAMP s imunitnimi bunikami

Uvolnéni DAMP z nddorovych bunék stoji na pocatku vyvolani imunitni odpovédi viici nddoru.
Kli¢ovou populaci jsou DC schopné aktivovat TC k produkci cytokinti, mimo jiné i IFN-y. Proto je
v nékterych ptipadech v klinickych vzorcich sledovand korelace mezi DAMP a poc¢tem imunitnich
bunék, nebo jejich stimulaci, ktera je bézné€ stanovena jako produkce IFN-y (Thl odpovéd). Dostupna

data jsou zobrazena pomoci symbold, viz Tabulka 2, str. 23.

Pocet imunitnich bunék se srovnava mezi dvéma skupinami pacienti rozdélenych na zakladé
IHC. Skupina CALRM pacient s rakovinou plic vykazovala v TME vice DC oproti CALR™ (1,1 vs.
0,6 bungk/mm?)*. U rakoviny vajeénikii CALRM pacienti vykazovaly vice CTL (300 vs. 100

bunék/mm?)**. Vzorky rakoviny jicnu neukézaly zadny rozdil v po¢tu CTL mezi CALR a CALR™. Ve

skupiné HMGB 1" byla jista tendence pro vyssi zastoupeni t&chto cytotoxickych bunék, ale nedosahla
statistické signifikance'??

hladinou CALR'""', nebo HMGB1!%:111,

. V ptipadé¢ BRCA nebyla nalezena zadna korelace mezi CTL a celkovou

Pro stanoveni produkce IFN-y zTC se pouzivdA FCM. IFN-y je produkovany na zakladé
specifické nebo nespecifické stimulace a opét se porovnavaji hodnoty mezi skupinami CALRM™ a
CALR™. Ag-specifickd stimulace spo¢iva v kultivaci PBMC odebranych z periferni krve LAML
pacienti s TAA in vitro (BIRCS5, CCNBI, PRAME, WTI), a nasledné kokultivaci téchto bun¢k

s autolognimi CTL nebo Th bunikami. V takovém ptipad¢ je IFN-y produkovany z vétsiho % bunck u
skupiny CALRM (primérny rozdil ~10 %), a to jak pfed lé¢bou, tak po ukonleni 1éCby a

znovuustanoveni normalni hematopoézy (50-70 dni), viz Obrazek 10 nize!'%

. Obdobny vysledek pfinesla
nespecificka stimulace CTL ionomycinem a PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate) u pacientl

s rakovinou vajeéniki (~ 20 % vs. 5 %, CALRM vs. CALRM)%,

. IFN-y*CD8+ IFN-y+CD4+
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Obrazek 10: Procentualni zastoupeni CD8" (CTL) a CD4" (Th) TC produkujicich IFN-y po Ag-specifické stimulaci
kokultivaci s autolognimi PBMC pacientit s LAML pred chemoterapii (prior) a po znovuustanoveni normalni hematopoézy
(recovery). Porovnani mezi skupinami CALR* a CALR' (zde CRT) pacientit s LAML, méfené metodou FCM. Upraveno
podle Fucikova et al.’%
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Za cytotoxickou odpoveéd proti nadoru jsou zodpovédné vedle CTL také NK buiky. Pacienti
s LAML skupiny CALRM vykazovali po ukonceni 1éby vétsi % i absolutni zastoupeni NK bunék
definovanych jako CD45'CD3°CD56", viz Obrazek 11 (A, B). Pied 1é¢bou byl rozdil mezi skupinami
nesignifikantni. Po nespecifické stimulaci PMA nebo ionomycinem, nebo kultivaci s leukemickou
bunéénou linii K562 bylo urcené % zastoupeni NK bunék produkujicich IFN-y a vykazujicich
degranulaci, tedy NK-bunéény cytotoxicky mechanismus (CD107a*GZMB"). Po dokon¢eni 1é¢by
vykazovala skupina CALRM vy$si % NK bunék v obou pifpadech, viz Obrazek 11 (C). Aktivace
cytotoxické funkce NK bunék zavisi na poméru aktiva¢nich (NCR3, NCRI, KLRFI, KLRKI, CD226 a
FCGR3A) a inhibi¢nich (KIR3DL1, KIR2DL2, KLRCI, LILRBI) receptort. Pti detekci exprese téchto

receptorl viak nebyl pozorovany zadny vyznamny rozdil mezi CALRM a CALRM!!3,
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Obrazek 11: Pritomnost NK bunék (CD45"CD3 CD56") pred (prior) lécbou a po znovuustanoveni normalni hematopoézy
(recovery), relativni zastoupeni v % (A), absolutni pocet bunék /1 (B). Cytotoxicka aktivita NK bunék po stimulaci
PMA/ionomycinem, nebo bunécnou linii K562: produkce IFN-y a degranulace (CD107a*GZMB®) u pacientii po lécbé (C).
Porovnani mezi skupinami CALR a CALRY (zde CRT) pacientii s LAML, méiené metodou FCM. Upraveno podle Truxova
etal./’3.

3.4 Korelace DAMP s dobou pfteziti pacientl

Pro hodnoceni korelace DAMP s dobou preziti se nejéastéji pouzivé neparametricky Kaplan-
Meierav odhad, pripadné Coxtiv model proporcionalnich rizik. Analyza doby pteziti zobrazena na ose
x v Kaplan-Meierové grafu odpovida dobé pieziti neboli trvani efektu 1é¢by. Pro oznac¢eni konkrétniho
parametru se uziva predevs§im anglickych zkratek — celkové pieziti (OS, ,,overall survival®), pieziti bez
recidivy (RFS, ,recurrence-free survival®) = pieziti bez nemoci (DFS, ,,disease-free survival®), preziti
bez progrese (PFS, ,,progression-free survival®), preziti bez metastaz (MFS, ,,metastasis-free survival®)

pfipadné DMFS (,,distant metastasis-free survival®) (podle ,,NCI Dictionary of Cancer Terms®).

Jednotkou osy x jsou mésice, vét§inou 60 mésicu, tedy 5 let. To je doba, po kterou se vyhodnocuje efekt
1é¢by nadoru. Na ose y jsou procenta pacientdl v jednotlivych kategoriich, v ptipadé ICD rozdéleni na
skupiny DAMPH/DAMP™. Pro vyhodnoceni je zasadni tzv. stfedni doba, tedy doba na ose x
odpovidajici 50 % zmény na ose y. Ukazka Kaplan-Meierova grafu viz Obrazek 12, str. 22. Korelace
mezi CALR, HSP70, HMGBI a dobou pfeziti je symbolicky sepsana, viz Tabulka 2, str.23.

Vyhodnoceni vzorki probiha jak retrospektivng, tak prospektivné.
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3.4.1 Retrospektivni analyza

Retrospektivni korelace mezi DAMP a dobou pieziti se nejcastéji sleduje u pacienti, jejichz
vzorky byly vyhodnocené pomoci IHC. V takovém pftipadé byly popsané vysledky jak s pozitivni
korelaci (}DAMP tparametr doby pieziti), tak zadnou signifikantni korelaci. Zadnou signifikantni
korelaci mezi dobou pieziti a expresi CALR najdeme u pacientdi s rakovinou slinivky!!’, jicnu'® a u
pacientti s BRCA!!!. CALRM skupina oproti CALR™ vykazuje lepsi OS v piipadé rakoviny plic (68 vs.
18 mésic)®® a vajecnikd (>120 vs. 42 mésic)**. U rakoviny vajecnikii stejné plati i pro RFS, ovsem
vétSina pacientl stejn€ dojde k relapsu, pouze Casovy rozdil je mensi (54 vs. 27 mésict) viz Obrazek 12
nize**. Rozdilnou statistickou metodou (Coxtiv model proporcionalnich rizik, jejimz vysledkem je
pomér rizik (,,hazard ratio®) byla pozitivni korelace exprese CALR s RFS popsand u 33 pacientii
s metastazujicim nadorem traviciho traktu''2, HMGBI1" skupina ma statisticky signifikantné lepsi OS

u rakoviny jicnu, ale ¢asovy rozdil je < 20 mé&sica'*.

C 100+

100
v 50+ 50+
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d o

[

0o 60 9 120 0 30 60 9 120

Time (months) Time (months)
Time(mo) 0 30 60 90 120 Time(mo.) 0 30 60 90 120
CALR" 75 33 10 3 1 CALR" 75 48 22 7 1
CALR" 77 56 27 8 1 CALR" 77 66 38 19 2

Obrdzek 12: Kaplan-Meierovy grafy zobrazujici RES a OS u pacientii s rakovinou vajecniku rozdélenych do skupiny CALR™
a CALR™. Upraveno podle Kasikova et al.”*

Retrospektivni analyza vzorkii plazmy pacienti s BRCA, ktera navazuje na pivodni studii®’,
rozd&luje pacienty (n = 36) do dvou stejné velkych skupin podle fAHMGBI1(A >/< 1,1 ng/ml)®®. VSichni
pacienti ze skupiny >1,1 ng/ml prezili vice nez 5 let (OS >60 mésict)). U pacient s rakovinou plic
a detekci v séru byly vysledky opaéné a skupina s vy$si hladinou HMGB1 méla OS zkraceny o >300

dni. Nicméné& nehledné na hladinu HMGB1 pacienti nezili déle nez dva roky'?’.

3.4.2 Prospektivni analyza

Stejné tak jako u retrospektivni analyzy jsou v prospektivné ziskanych vzorcich plazmy
vysledky pozitivni. VSichni pacienti, v jejichZ plazmé doslo k fAHMGB1 méli v ptipadé rakoviny hlavy
a krku PFS (>46 mésici)'”, u rektalniho adenokarcinomu byl vyslednym parametrem DMFS (>60
mésic)”. Naopak, ve vzorcich séra je korelace negativni. U pacientl s rakovinou slinivky je vyssi

hladina spojena s hor§im OS i PFS, ale nehledé na skupinu po 18 mésicich je nazivu <40 % pacienti'%.
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Vzorky prospektivni kohorty pacientti pro CALR byly detekované pomoci FCM pouze v rdmci
laboratofe Sotio. Pfestoze pro median hodnot pacientd s LAML skupiny CALRM" vs CALRM™ byl
signifikantni rozdil v OS (~22 vs. ~8 mésicii), po 2 letech ptezil stejny pocet pacientt. CALRM skupina
vykazovala také lepsi RFS (~23 vs. ~4,5 mésice)!'%. V dalsi publikaci této skupiny CALR™ pacienti s
AML opét vykazovaly signifikatn& lepsi RFS (> 60 vs. 14 mésict)!!3.

Tabulka 2: Shrnuti vysledkii z klinickych vzorkit nadori.

DAMP Zména hladiny DAMP Korelace DAMP s imunitnimi Korelace DAMP s dobou preziti
béhem lécby buiikami pacienti
1CALR{CTL *
FACALR #5101 1CALRTDC 9% 1CALRTOS 9394106
CALR 1CALRTIFN-y z CTL/Th TC %4106 1CALR{RFS %4106.112.113
FCALRTNK buitkytIFN-y 113
bez ACALR 93:94.101.102,106 bez korelace CALR a CTL 102111 bez korelace s dobou pieziti 101:102110.111
TAHSP70 95110 n/a THSP701RFS 16
HSP70
bez AHSP70 106 n/a bez korelace s dobou pieziti '
tHMGB110S 102108
THMGB11MFS 108
97100102111 tHMGB11CTL 12 THMGB11PFS 100
TAHMGBI 1AHMGB11CD80*DC % THMGB11DMFS %
HMGBI1 TAHMGBI11RFS %
1 AHMGB10OS/1PES 97-100
|AHMGB] 104105107 n/a tHMGB1 |0 105107
bez AHMGBI1 1% bez korelace HMGB1 a CTL 108111 bez korelace s dobou pieziti 103111

4 Klinické studie v databazi

Nejvetsi databazi klinickych studii je americkd ClinicalTrials.gov, ktera shromazdiuje

probihajici i dokoncené klinické studie pod specifickymi kody (NCT). Vedle této databaze existuje
nekolik dalSich databazi — EU Clinical Trials Register, ICTRP, ISRCTN a PACTR. Ptiklady téchto

databazi jsou uvedené pouze pod zkratkou nazvu, jejich vycet je jen informativni a data dostupna v nich
nejsou v této bakalarské praci zohlednéna. Klinické studie délime do dvou typii — experimentalni neboli
interven¢ni a analytické neboli pozorovaci. Nejcastejsim prikladem experimentalni studie jsou klinické
testy, které hodnoti terapeuticky zasah. Pozorovaci studie se z hlediska casu a sbéru dat d€li na

retrospektivni a prospektivni''? (a podle ,,ClinicalTrials.gov Glossary of Site Terms®).

V databazi ClinicalTrials.gov byly vyhledané studie zahrnujici nadorovd onemocnéni ve

spojitosti s ICD. Nalezené studie byly rozdélené do tii skupin na zaklad¢ popisu a sledovanych vystupt.
Prvni skupinu studii tvofi ty, ve kterych dochazi k detekci DAMP molekul, a zaroven jejich popis piimo
odkazuje na ICD. Ve druhé skupiné jsou studie, které detekuji DAMP, ale ICD vibec nepopisuji.
Posledni, nejméné diilezitou skupinou jsou studie, které ve svém popisu pouze zmiiuji ICD nebo
imunogenni vlastnost nékterych lécebnych pfistupti, ale DAMP nedetekuji. Klinické studie Casto

zkoumaji pravé lécebnou kombinaci ICB s induktory ICD. Takové studie dukladné popisuje nékolik
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souhrnnych ¢lanka'! %3¢, Uvedené studie se ale ICD nezabyvaji ptimo, proto se tato kapitola soustiedi

pouze na studie, které alespon na ICD odkazuji.

Dostupné informace ke klinickym studiim shrnuji tabulky Tabulka 3, Tabulka 4 a Tabulka 5,
str. 28, 29 a 30. Studie jsou uvedené pod identifikanim kodem NCT. Jejich status je platny
k 14. 11. 2021 a popisuje v jakém stavu se studie momentalné nachdzi. Stanoveny pocet pacientl je
pouze odhadovany, pokud neni uvedeno jinak (skute¢ny). Zadavatel odpovidd hlavnimu védeckému

pracovnikovi, odpovédné strané€, nebo jinému kontaktu. Zdrojem dat je datab4ze ClinicalTrials.gov.

4.1 Zvetejnéné vysledky klinickych studii

Celkovy pocet nalezenych klinickych studii ohledné ICD byl pomérné maly (n = 31). Navic
z4dna z téchto studii neobsahuje vysledky v databazi. Vysledky mohou byt publikované mimo databazi
v podobé¢ ¢lanku v odborném casopise. Podle etické normy by vyzkumnici méli publikovat veskeré
pozitivni i negativni vysledky z klinickych studii na zakladé apelu Svétové zdravotnické organizace

(WHO, ,World Health Organization®), a to do dvou let od dokon¢eni studie'?*!*!. Databaze

ClinicalTrials.gov udava pro publikaci vysledkt hrani¢ni termin 1 rok od dokonceni studie. Redlny stav

je ovSem zcela odlisny a nevyhovujici.

Ani v pripadé, kdy se podivame na dostupnost vysledkid v databazi ClinicalTrials.gov velice

obecné — jakékoliv studie / nadorova onemocnéni, neni vysledek optimalni. Ke dni 9. 11. 2021 databaze
obsahuje celkem' 394 924 klinickych studii, z toho 212 464 je dokon&enych® a z nich jen 43 517 ma
vysledky", coz odpovida pouze 20,48 %. Pfi zaméteni vyhleddvani na klinické studie s rakovinou se
zobrazi celkem"' 85 595 nalezil, necela polovina, celkem 36 402, je dokon&enych'ii, a jen 8 372 obsahuje
vysledky"i, tedy 22,99 % z dokoncenych. Dostupnost vysledkl vSech studii nebo studii se zamé&fenim
na rakovinu je srovnatelna (20,48 % vs. 22,99 %), ale tedy velice neuspokojiva. Jen ~1/5 ma vefejné
dostupna data v databazi, pfestoze instituce a vedouci vyzkumnici jsou povinni data véetné negativnich

vysledki zvefejnit.

Rozsahla analyza dostupnosti vysledki studii dokonéenych mezi lety 2007 a 2010 ukazuje, ze
dva roky od dokonceni studie je pouze 29 % publikovanych a dokonce jen 13 % vysledku je uvedenych
pfimo v databazi. Po ¢tyfech letech bylo 56,5 % dostupnych v publikacich a 26,8 % v databazi. Navic
je dulezité upozornit na to, Ze se tato analyza soustiedila pfedev§im na vybrané akademické instituce

vy$§i kvalitativni urovné védecké prace'?.

it https://clinicaltrials.gov/ct2/results?cond=&term=&cntry=&state=&city=&dist=

¥ https://clinicaltrials.gov/ct2/results?Search=Apply&recrs=e&age v=&gndr=&type=&rslt=

V https://clinicaltrials.gov/ct2/results?recrs=e&age v=&gndr=&type=&rslt=With&Search=Apply

v https://clinicaltrials.gov/ct2/results?cond=cancer&term=&cntry=&state=&city=&dist=

Vil https://clinicaltrials.gov/ct2/results?cond=cancer&Search=Apply&recrs=e&age v=&gndr=&type=&rslt=

vili https://clinicaltrials.gov/ct2/results?cond=cancer&recrs=e&age v=&gndr=&type=&rslt=With&Search=Apply
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4.1.1 Klinické studie s detekci DAMP a ICD
Pfi vyhledavani bylo nalezeno jen minimum studii (n = 6), které detekuji DAMP molekuly
asociované s ICD a v popisu maji ICD explicitné uvedené, viz Tabulka 3, str.28. Dv€ znich

(NCT02921854 a NCT03388190) vsak vibec neuvadi, které konkrétni DAMP detekuji, a to prestoze

jedna z téchto studii (NCT02921854) nese nazev ,,Detection of Circulating Biomarkers of Immunogenic
Cell Death After Radiotherapy and Chemotherapy: An Exploratory study®, ktery znaci podrobné
studium ICD. Vétsina studii probihala v poslednich 5 letech, s vyjimkou (NCT01637532), ktera byla
ukoncena v zafi roku 2013. Vysledky této studie nejsou umisténé v databazi, ale jsou publikované
v odborném clanku. Nicméné, tato publikace neobsahuje zadné data ohledné detekce DAMP (CALR,
HMGBI), pouze konstatuje moznost kombinované lécby DOX s tocilizumabem (monoklonalni

protilatka anti-IL-6R)'%.

Druhou momentaln¢ dokonéenou studii je NCT02921854 z roku 2019. Jeji vysledky stejné jako
u predchozi studie nejsou v databazi, a v tomto piipade nejsou dostupné ani v podobé uceleného ¢lanku.
Jedinym zdrojem je kratky ptispévek v konferenénim sborniku z ESMO (,,European Society for Medical
Oncology*) Congress 2021'*, Stejné tak je tomu u NCT03388190, kterd je ale momentaln& jeste ve
stadiu naboru pacientl. Dostupné jsou piispévky z konferenci AACR (,,American Association for

Cancer Research)'* a ASCO (,,American Society for Clinical Oncology*) Annual Meeting 20212,

4.1.2 Klinické studie s detekci DAMP

Dalsi nalezené klinické studie (n = 11) detekuji DAMP molekuly, predevsim HMGBI, ale
v popisu ptimo nezminuji ICD. Tento typ studii shrnuje Tabulka 4, str. 29. Obdobn¢ jako u piedchozi
skupiny se vétSina téchto studii uskuteénila v poslednich 5 letech. Vyjimkou je NCT01440413, ktera
zacala jiz v roce 2011, avSak momentalné stale jesté probiha. Oproti ostatnim studiim této skupiny se

vyznacuje také tim, Ze detekuje nejen HMGBI, ale i CALR a p-elF2a.

Situace ohledné zvetejnéni vysledk je obdobnéd jako v pfedchozi skupin€é. Na zdkladé¢
dokoncené studie NCT03486119 byl publikovany ¢lanek'?’, ktery ale neobsahuje data méteni HMGBI.
NCTO03453164 je vyjimkou, kde doslo k vlozeni vysledkti do databaze (25. 8.2021). Bohuzel ani
v tomto piipadé neni momentalné vyhodnoceni vefejné piistupné, jelikoz bylo 20.9.2021 v ramci
procesu kontroly kvality vracené autordm k opravé. Jedinym zdrojem k této studii tak ztistdva opét pouze
kratky piispévek z konference ESMO Congress 2021'%. Ani toto sdéleni neobsahuje udaje 0o HMGBI,
ale jen konstatuje moznost kombinace 1é¢by radioterapii a ICB nivolumab (monoklonalni protilatka anti-
PD-1). Posledni tii studie jsou uvedené jen pro uplnost, jelikoz byly pozastavené, a to bud’ z divodu
nedostatku pacienti (NCT02631252 a NCT03241927), nebo pro problémy v ¢asovém pribéhu studie
(NCT01144169).
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Pfi obecném vyhledavani studii s HMGB1 a nadorovym onemocnénim™, obsahuje databaze
celkem n = 27 studii. Ty, které neuvadi Tabulka 4, HMGBI1 realn¢ nedetekuji, nebo ho detekuji
v kontextu operativniho zakroku ¢i resuscitace, ale nikoli ramci nadorovych onemocnéni. V této skupiné
27 klinickych studii je 10 studii dokoncenych, ovSem jen 2 obsahuji v databazi vysledky. Pouze jedna
znich (NCTO01023477) se zabyva nadorovym onemocnénim, konkrétné lécbou rakoviny prsu
chloroquinem, coz ale neni induktor ICD. Navic vysledky jsou na velice malém poctu pacientt (n = 12)
a HMGBI1 je detekované metodou IHC, ktera urcuje pouze celkovou expresi ve vzorku. Ani v tomto
pfipadé tedy nelze vysledky nijak komentovat v kontextu ICD. Pacientské vzorky z klinické studie
(NCT04256616, prvni skupina) a NCT04256122 (tato skupina) jsou pouzité v ramci publikace®®

popsané v kapitole 3.

4.1.3 Klinické studie zmitujici ICD

U treti skupiny nalezenych klinickych studii (» = 14) nebyla pfedmétem studie detekce DAMP.
Tyto studie zminuji pro Gplnost soupisu klinickych studii, které se vénovaly tematice ICD, viz Tabulka
5, str. 30. Avsak jediné, co je spojuje s ICD, je zminka o imunogenni buné¢né smrti v popisu studie,
napiiklad pii charakterizaci chemoterapeutické 16¢by. Zadna znich nemé vysledky zvefejnéné
v databazi, ale k nékterym jsou automaticky pfifazené publikace. Tato skupina se da z hlediska
induktorti ICD rozdé¢lit na tfi podskupiny — kombinace induktoru ICD s ICB (Tabulka 5, prvni cast),
netradi¢ni nebo nejednoznacné stanoveny induktor ICD (Tabulka 5, druhé ¢ast) a jina biologicka 1écba

(Tabulka 5, tfeti ¢ast).

Podle databéze jsou vysledky dokoncené studie NCT04879888 v publikaci'?’, ta ale obsahuje
pouze metody pro in vitro vytvoieni DC s TAA u jednoho pacienta. Primarnim vystupem této studie by
meéla byt bezpecnost 1éCby zalozené na vakcinaci autolognimi DC s TAA. K NCT02821182 je
automaticky piipojend publikace'*’, kterd ma spojitost s ICD vSak minimélni, protoze ICD se objevuje
pouze vramci diskuze, stejné tak je tomu v piipadé této publikace'!. Vysledky dokon&ené
NCT02406183 uvadi bezpecnost kombinované 1é¢by ICB (ipilimumab, monoklonalni protilatka anti-
CTLA-4) s induktorem ICD (radioterapie)'32. Prvni vysledky probihajici studie NCT02499367 ukazuji
vys$si celkovou cCetnost odpovédi (ORR, ,overall response rate) pfi kombinaci ICB (nivolumab,

monoklonalni protilatka anti-PD-1) a DOX (35 % pacientt)'*>.

V nékterych studiich jsou jako induktory ICD uvadéné netradicni latky, jako naptiklad P2Et,
tedy vytazek zrostliny Caesalpinia spinosa'**'35 (NCT05007444). Déale melfalan (NCT04463368),
jehoz vliv na ICD je nejednoznaény. Jako ptiklad Ize uvést zménu hladiny ecto-CALR, ktera je 1 hodinu

po vystaveni bunék melfalanu stejna jako u neléCené kontroly, po 24 hodinach o polovinu mensi nez

X https://clinicaltrials.gov/ct2/results?cond=cancer&term=HMGB1+&cntry=&state=&city=&dist=
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pozitivni kontrola Hyp-PDT a dvakrat vétsi nez negativni kontrola. Pro maturaci DC (MHC-I", CD86")

je melfalan 4x efektivn&jsi nez negativni kontrola, ale méné u¢inny nez Hyp-PDT'%,

V klinické studii NCT03944252 je jako induktor ICD uvedeny cetuximab (monoklonalni
protilatka anti-EGFR) blokujici receptor pro rustovy faktor. OvSem in vitro je cetuximab schopny
vyvolat ICD a ecto-CALR jen u nékterych bunéénych linii lidského nadoru tlustého stteva (DiFi ano,
HT-29 ne)'¥. U posledni studie (NCT03747744) je pouzity 1é¢ebny postup zalozeny na injekci CD1c*
myeloidnich DC, kdy zdiiraziiuji roli DC ve zkiizené prezentaci Ag a stimulaci adaptivni ¢asti imunitni

odpovedi®®,

Z4dna z klinickych studii z jakékoliv skupiny nema vysledky, které by se piimo tykaly ICD
nebo detekce DAMP, véetné jejich externalizace jako hlavniho defini¢niho znaku ICD. Po vice nez 15
letech od prvniho popisu ICD? tedy nejsou k dispozici zadné zavéry, které by poskytovaly informace
vedouci k objasnéni role ICD v terapii lidskych nadorovych onemocnéni a vhodné stratifikaci

nadorovych pacientd.
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Tabulka 3: Klinické studie sledujici DAMP v kontextu ICD (n = 6).

TYP POCET PRIMARNI SLEDOVANE
NCT STATUS RAKOVINY PACIENTU TYP STUDIE VYSTUPY DAMP ZADAVATEL
. - zmeény Vv relativni expresi .
NCT02921854 dokongeno NSCLC 60 L LR Gy e e e KUgRIheT, MBS
intervenéni Clinic
vzhledem k ICD
N experimentalni / . e 4 . CALR, J. R. Kroep, Leiden University
NCT01637532 dokonceno oC 21 intervenéni moznost 1écebné kombinace HMGBI Medical Center
Maria Rescigno, Michele
NCT04256616 nabor pacientd NMIBC 110 prospektivni schopnost MMC indukovat ICD ~ HMGBI1 Tedeschi, Humanitas research
hospital
experimentalni / Anne H Ree, Dawn J Patrick-
NCT03388190 nabor pacientti mCRC 100 eXp <, PFS neuvedeno  Brown, University Hospiital,
mtervencni
Akershus
. L . experimentalni / o e HMGBI, Tilak Shah, McGuire VA Medical
NCT04248582 nabor pacientd jicnu 18 intervencni DLT (,,dose limiting toxicity*‘) CALR Center
. o HMGBI, .
NCT03755115 nezndmy SCLC 40 fzxperlmevznyalm / ORR CALR, Tongde Tian, Henan Cancer
— interven¢ni HSP Hospital
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Tabulka 4: Klinické studie, kde jsou detekované DAMP, ale bez explicitniho popisu ICD (n = 11).

TYP POCET PRIMARNI SLEDOVANE
NCT STATUS RAKOVINY PACIENTU TYP STUDIE VYSTUPY DAMP ZADAVATEL
NCT03486119 dokonéeno NSCLC 60 prospektivni fietek.c e’rnarkerl:l ol HMGBI1 Yonsei University
imunitnich bunék
NCT04256122 ndbor pacientil NMIBC 200 retrospektivni THC analyza biomarkerii HMGBI Maria Rescigno, Humanitas
reseach hospital
experimentalni / Julia Hurrelbrink, Michael
NCT03964337 nabor pacientd prostaty 33 i tlzrvenéni apopticky index HMGB1 Harrison, Duke University
Medical Center
NCT03429907 pI:Oblha_]lCI, bez BRCA 140 ‘experlm?nralm / vliv stresu na visledek nemoci HMGBI, Cobi J. Heijnen, M. D. Anderson
B naboru interven¢ni HSP70 Cancer Center
NCT03385226 e et lyizafTim 46 F:xperlmev:ntalnl / ORR HMGBI Tim Illidge, University of
- intervencni Manchester
korelace mezi histopatologickou HMGBI
NCT01440413 probihajici, bez BRCA 40 experimentalni/  odpovédi a indukei CALR . Oliver Tredan, Centre Leon
— naboru intervencni protinddorové imunitni P Berard
" 1 elF2a
odpoveédi
NCT03453164 pl:OblhaJlCl, bez nadqry travici 41 F:xperlm?nFalnl / sména velikosti nadoru HMGBI KO_! i ano, Fukgshlma Medical
B — naboru trubice intervencni University Hospital
. o L . Kaiyuan Wang, Tianjin Medical
NCT02916147 neznamy NSCLC 40 experimentdlni/ - zména hladiny DAMP HMGBI University Cancer Institute
intervenéni v bronchoalveolarni tekutiné .
Hospital
NCT02631252 ukonéeno (malo LAML 1 experimentalni / DLT HMGBI Alison Sehgal, University of
- pacientil) intervencéni Pittsburgh
NCT03241927 ukoneno (mélo melanom 1 experimentalni /.t odpoved NK bunek HMGBI Nina Bhardwaj, Icahn School of
pacienti) intervencni Medicine at Mount Sinai
NCT01144169 ukonceno kar<:1.n0m 7 .experlm?nFaIm d detekce markerti autofagie HMGB1 J(?dl LS bminehns, Umiverslsy ot
ledvin intervencni Pittsburgh
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Tabulka 5: Klinické studie zminujici ICD, ale bez detekce DAMP (n = 14).

TYP POCET PRIMARNI SLEDOVANE '
NCT STATUS RAKOVINY PACIENTU TYP STUDIE VYSTUPY LECBA ZADAVATEL
NCT02406183 dokondeno melanom 13 fexperlmev:ntalnl / MD”E (,,maximal tolerated ipilimumab + radioterapie Piet Ost, University Hospital,
E— intervenc¢ni dose*) a DLT Ghent
NCT04262687 nébor pacientii mCRC 55 .experlmcv:nfalm / A>vparlcrlentu bez progrese po 10 capc1tab¥ne + bevacizumab + David Tougeron, CHU Poitiers
E— intervenéni mésicich pembrolizumab + OXP
NCT03164993 nAbor pacientd BRCA 75 SISO e iy iy, IS ity PO g Lo A L, Ol
intervenéni University Hospital
robihajici, bez experimentalni / nivolumab + radioterapie / Marleen Kock, Antoni van
NCT02499367 pr yict, BRCA 84 eXp o PFS . crap Leeuwenhoek Netherlands
naboru intervencni DOX / CP / cisplatina Cancer Institute
probihajici, bez experimentalni/  toxicita kombinované 1écby, ipilimumab + nivolumab + John Amund Kyte, Oslo
AT naboru LER(CR e intervenéni PFS DOX + CP University Hospital
NCT02821182 neznmy melanom 40 f:xperlmev:ntalm / ORR anti-PD1 + radioterapie Piet Ost, University Hospital,
- intervencni Ghent
i alni ipili + ni +
NCT04463368 e seeiEE melanom 18 f:xperlmejn?alm / e i 8 ipilimumab + nivolumab Roger Olofsson .Bagg.e, .
— intervenéni melphalan Sahlgrenska University Hospital
experimentalni / durvalumab + tremelimumab
NCT02821754 nabor pacientti rizné 90 eXp . PFS + kryablace + radiofrekvenéni ~ Tim F Greten, NCI
intervenéni ablace
NCT03944252 eI (o SCCAC 54 GEEIEN oy avelumab + cetuximab (Grimyyro Qi g0 @ et
naboru intervenéni Ovest
NCT03801304 prroblha] fci, bez NSCLC 80 xp erlmfv:nfalm / smrt pacientil, progrese nemoci atezolizumab + vinorelbine University Hospital, Brest
naboru interven¢ni
NCT05007444 zatim bez naboru BRCA 58 f:xperlmcv:nFalm J toxikologicky profil P2Et + antracykliny + CP Hospl.tal EokEianeatan
intervenéni Ignacio
NCT02906800 neznimy karcinomy 15 experimentdlni /. ;oo 1eab cisplatina + digoxin Stephane Hans, Assistance
e — y hlavy a krku intervenéni y P & Publique — Hopitaux de Paris
experimentalni / Carlos A. Parra-Lopez,
NCT04879888 dokonceno BRCA 9 eXp g pocet nezadoucich ucinkt vakcinace DC s TAA Universidad Nacional de
intervencni Colombia
NCT03747744 probihajici, bez melanom 18 experimentalni/  pocet pacientl s nezadoucimi CDIcmyDC + T-VEC Bart Neyns, Universitair

naboru

intervenéni

Gginky

30

Ziekenhuis Brussel


https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02406183?term=NCT02406183&draw=2&rank=1
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04262687?term=NCT04262687&draw=2&rank=1
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/study/NCT03164993
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02499367?term=NCT02499367&draw=2&rank=1
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03409198?term=NCT03409198&draw=2&rank=1
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02821182?term=NCT02821182&draw=2&rank=1
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04463368?term=NCT04463368&draw=2&rank=1
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02821754?term=NCT02821754&draw=2&rank=1
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03944252?term=NCT03944252&draw=2&rank=1
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03801304?term=NCT03801304&draw=2&rank=1
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT05007444?term=NCT05007444&draw=2&rank=1
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02906800?term=NCT02906800&draw=2&rank=1
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04879888?term=NCT04879888&draw=2&rank=1
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03747744?term=NCT03747744&draw=2&rank=1

5 Zavér

Imunogenni bunéénd smrt je formou regulované bunécné smrti, kterd je schopna vyvolat
imunitni odpovéd’ namifenou proti nadoru. Ovéfeni ustanoveni imunitni paméti a ochrany proti nadoru
se provadi pomoci in vivo mySich modeldi. V in vitro podminkéch s lidskymi i mySimi nadorovymi
liniemi je ICD stanovena na zakladé detekce DAMP molekul v extracelularnim prostfedi. Jedna se
predevsim o CALR vystaveny na vngj$i stran¢ PM a do supernatantu uvolnéné ATP a protein HMGBI.
Popis mechanismil a signaliza¢nich kaskad, diky kterym DAMP molekuly opousti vnitini prostor bunky,

je omezeny na nékolik malo autorsky provazanych publikaci. Navic dodnes zlstava neupln¢ objasnény.

V experimentech s bunéénymi liniemi je ecto-CALR nejcastéji detekovany metodou FCM,
doplnénou imunofluorescencéni mikroskopii. V supernatantu je kvantitativné stanovena hladina HMGBI1
metodou ELISA, ATP pak komerénimi kity na zaklad¢ luciferin-luciferazové reakce. Na rozdil od
klinickych vzorkil pacientli se v experimentalnim provedeni hojné vyuzivd imunoblot, a to jak pro
CALR, tak HMGBI1. Dalsim rozdilem je, Ze u pacientd neni v kontextu ICD detekované ATP, ale pouze
CALR, HMGBI a ve velmi malé mite HSP70, jehoz role v ICD navic neni jasné stanovena. Pacientim
s nadorovym onemocnénim jsou odebirané vzorky pevnych nadord zpracované jako FFPE, dale také
vzorky krevniho séra ¢i krevni plasmy, PBMC nebo cerstvé tkané. Pravé FFPE vzorky a jejich
vyhodnoceni metodou IHC jsou tfetim rozdilem oproti klasickym in vitro experimentim. Hlavni
nevyhodou IHC je nepiesné rozliSeni lokalizace DAMP molekul, které je pro ICD zasadni. Déle také
semikvantitativni subjektivni analyza prevazujici ve vét§iné publikaci, s jedinou vyjimkou softwarového
vyhodnoceni. Presnou kvantifikaci ptinasi ELISA pouzitelna pro HMGBI1. Detekce hladiny tohoto
proteinu ov§em probiha v séru nebo plasme, coZ nemusi odrazet stav uvniti TME. FCM vzorkli PBMC
a Cerstvé nadorové tkané prekonava vyse zminéné nedostatky. Nicméné pouziti této metody je méné
Casté, omezené predevSim na praci prazské laboratofe Sotio. Doplikovou metodou je opét
imunofluorescenéni mikroskopie, pomoci které je detekovany ecto-CALR a HMGBI1 v Cerstvé

nadorové tkani, PBMC a FFPE ale vzdy pouze v jedné odborné publikaci.

Induktory ICD, kterymi jsou pacienti bézné léceni, vedou v experimentalnich modelech
ke zvySeni CALR na povrchu bun¢k, nebo HMBGI1 v supernatantu. Vysledky z pacientd pfed a po
podstoupeni chemoterapie nebo radioterapie nejsou vSak jednoznacné. Navic je zména hladiny
detekovana v riznych typech vzorkd a u pacientd s odliSnymi druhy nadort. Z vysledkd tedy nelze
vyvodit zavér o vlivu terapie na uvolnéni DAMP molekul. Vyhodnoceni korelace CALR nebo HMGBI1
a imunitni odpovédi se zaklada na rtiznych parametrech — produkce IFNy, pfitomnost DC, CTL, Th
bun¢k nebo NK bunék. Vedle pozitivni korelace, nebyla v n¢kolika ptipadech nalezena zadna korelace,
avsak nikdy nebyla negativni. Z divodu rozli¢nych parametr( i druhti nadort téZko zobecnit jednotlivé
vysledky do celistvého zavéru. Stejné tak jsou rtizné parametry vyuzivané pro korelaci mezi hladinou

DAMP molekul a dobou preziti pacientii. Opét zde nalezneme piedevs§im pozitivni vysledky, ptipadné
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bez korelace a pouze ve dvou piipadech negativni korelaci mezi HMGBI a OS. CALR je pozitivné
spjaty s dobou pieziti v5 z9 odbornych publikaci, zbytek je bez signifikantni korelace. Obdobné
vysledky jsou také pro HMGB1 (7 z 11 odbornych publikaci). Zhodnoceni ukazuje jisty pozitivni trend,

nicméné jde o rizné parametry a odlisné druhy nadorovych onemocnéni (viz Tabulka 2, str. 23).

Posouzeni zavéri klinickych studii zabyvajicich se ICD je nemozné, jelikoz zadné vysledky
nejsou aktualné dispozici. Proto posledni kapitola obsahuje predevsim klasifikaci ICD klinickych studii
nalezenych v databdzi ClinicalTrial.gov a zhodnoceni dostupnosti vysledkii z obecného pohledu.

Vystupem klasifikace klinickych studii je Tabulka 3, Tabulka 4 a Tabulka 5. Publikace vysledku je

mozna piimo v databazi, avSak méné nez Ctvrtina vSech dokoncenych studii data skutecné obsahuje.
Zvetejnéni vysledkl je piipustné také v podobé odborného ¢lanku, ani v tomto ptfipadé vSak neni
procento publikaci pfili§ vysoké, jak ukazala metaanalyza klinickych studii z nejprestiznéjsich

akademickych ustavd.

Pro prokazéani vyznamu ICD jako spoustéciho mechanismu protinadorové imunitni odpovédi je
zapotiebi jasn¢ definovat molekularni a bunééné procesy vedouci k uvolnéni DAMP molekul. Pro
prenos poznatkil z in vitro nebo in vivo experimenti do klinické praxe chybi adekvéatni standardizované
postupy detekce DAMP molekul zohlediujici jejich lokalizaci béhem ICD. Takové standardizované
protokoly budou nutné pro stratifikaci pacientd a vymezeni DAMP jako prediktivnich nebo
prognostickych biologickych znakii v klinické péci. Nezbytné je taktéz zvefejnéni pozitivnich

i negativnich vysledku klinickych studii, a to jak z védeckého, tak etického hlediska.
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