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ABSTRAKT

Duktélni adenokarcinom pankreatu (PDAC) je vysoce agresivni zhoubné onemocnéni s vysokou
mortalitou. Jeho pétiletd mira pfeziti je jedna z nejnizSich mezi malignimi chorobami zejména kvili
diagnéze v pozdnich staddiich onemocnéni a omezené tuCinnosti dostupné [éCby. Nadorové
mikroprostfedi PDAC, tvotené nadorovymi, stromalnimi a imunitnimi butikami a jimi secernovanymi
molekulami, ma vysoce imunosupresivni charakter a zprostfedkovava mechanismy rezistence nadoru
vuci chemoterapii a imunoterapii. Mezi dostupné 1é¢ebné modality PDAC patii prevdzné chirurgicka
resekce a systémova chemoterapie, a to bud ve formé€ kombinovaného rezimu FOLFIRINOX,
kombinace gemcitabinu s nab-paklitaxelem, nebo jako monoterapie gemcitabinem. Chemoterapie vSak
nevede k vyrazné odezvé a pouze mirn€ prodluzuje zivot pacientd trpicich PDAC. Protinddorova
imunoterapie v poslednich letech zaznamenala vyznamny pokrok a stala se konvencni 1écbou fady
malignit. V kontextu 1é€by PDAC se vSak imunoterapie potkava s nizkou odpovidavosti a omezenou
ucinnosti. V soucasnosti probiha intenzivni vyvoj inovativnich terapeutickych postupt, které si kladou
za cil obejit mechanismy rezistence PDAC k chemoterapii a imunoterapii a zvysit jejich 1écebny

potencial.

Kli¢ova slova: pankreaticky karcinom, chemoterapie, imunoterapie, nadorové mikroprostiedi,

chemorezistence, inik imunitnimu systému

ABSTRACT

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is a highly aggressive malignant disease with a high
mortality rate. Its five-year survival rate is among the lowest of all malignancies, primarily due to
diagnosis at advanced stages of the disease and the limited efficacy of available treatments. The tumor
microenvironment of PDAC, composed of tumor, stromal, and immune cells along with the molecules
they secrete, has a highly immunosuppressive nature and mediates mechanisms of resistance to both
chemotherapy and immunotherapy. The main therapeutic modalities available for PDAC include
surgical resection and systemic chemotherapy, administered either as the combined FOLFIRINOX
regimen, a combination of gemcitabine and nab-paclitaxel, or as gemcitabine monotherapy. However,
chemotherapy generally does not elicit a significant response and only modestly prolongs the survival
of patients with PDAC. Cancer immunotherapy has made substantial progress in recent years and has
become a standard treatment for several malignancies. In the context of PDAC, however,
immunotherapy is associated with low responsiveness and limited efficacy. Currently, there is intensive
development of innovative therapeutic strategies aimed at overcoming the mechanisms of PDAC

resistance to chemotherapy and immunotherapy and enhancing their therapeutic potential.
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chemoresistance, immune evasion
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1. Uvod

Zhoubné nadory piedstavuji jednu z nejzavaznéjsich skupin onemocnéni s vysokou mortalitou na svéte.
Rakovinné bunky se vyznacuji schopnosti nekontrolovan¢ proliferovat, unikat programované bunécné
smrti, odolavat imunitnimu systému a pfizptisobovat se nepiiznivym podminkadm. Vysoka geneticka a
fenotypova variabilita nadorovych bun€k ptitom zasadné komplikuje vyvoj t¢innych 1écebnych strategii
napfi¢ riznymi typy malignit. V poslednich letech piinesla imunoterapie vyrazné pokroky v 1écbé
nékterych typl rakoviny, jako je melanom nebo nemalobunéény karcinom plic. U celé fady malignit
vSak zlstava jeji efektivita velmi omezena. Stejn¢ tak klasicka chemoterapie Casto selhava z divodu
ptirozené nebo ziskané chemorezistence nadorovych bunék.

Jednim z typickych piikladl nadorti s mimotradnou odolnosti vici 1écbé je karcinom pankreatu. Toto
onemocnéni se vyznacuje komplexnimi mechanismy rezistence, které vyrazné snizuji U€innost
dostupnych 1é¢ebnych metod a piispivaji k jeho nepfiznivé prognoze. !

Cilem této prace je shrnout soucasné poznatky o molekularnich a bunéénych mechanismech rezistence
karcinomu pankreatu vii¢i chemoterapii a imunoterapii a predstavit aktudlné zkoumané terapeutické

strategie, jejichz cilem je tuto rezistenci piekonat.

2. Nadory pankreatu

Rakovina slinivky bfisni je vysoce agresivni onemocnéni s velmi nepfiznivou prognozou. Pétileté preziti
tohoto onemocnéni ¢ini ~9 %. Vysoka umrtnost spojena s rakovinou pankreatu je z velké casti
novotvaril vi¢i chemoterapii a imunoterapii.

Karcinom pankreatu je celosvétové dvanictym a v Ceské republice osmym nejéastéjsim rakovinnym
onemocnénim. Celosvétové ma Sestou nejvyssi mortalitu z nadorovych onemocnéni. V roce 2022 bylo
zaznamenano 510 992 novych piipadil, ztoho 2479 v Ceské republice. Tentyz rok na n& zemfelo
467 409 pacienttl, z toho 2309 v Ceské republice.>*

Nemoc se vyskytuje pievazné u lidi starSich 60 let. Mezi rizikové faktory pro vznik rakoviny slinivky
bfisni patii kromé genetickych predispozici také obezita, nadmérna konzumace alkoholu (= 30 g
alkoholu denn¢), snizena fyzicka aktivita a onemocnéni pankreatu jako jsou diabetes mellitus 2. typu ¢i
chronicka pankreatitida. Hlavnim rizikovym faktorem pro onemocnéni karcinomem pankreatu je
kouteni tabaku. Pfi poctu <10 vykoufenych cigaret denn¢ stoupd riziko o 33,3 % a pfi poctu >10
vykoufenych cigaret denné stoupa riziko o 66,5 % oproti nekui-dkiim.>

Ur€eni stadia nadoru je kliCové pro stanoveni prognodzy a vybér optimalni 1é¢by pacienta. Na jeho
zéaklad¢ je mozné rozhodnout, zda je nador resekabilni, navrhnout nejefektivnéjsi 1éCebny postup a

odhadnout prognoézu pacienta.



Stanoveni stadia karcinomu pankreatu se provadi podle TNM systému Unie pro mezinarodni kontrolu
rakoviny. Systém je zalozen na tfech zakladnich charakteristikdch nadoru:

Tumor (T) popisuje rozsah primarniho nadoru na zékladé jeho velikosti:

Tis (carcinoma in situ) = neni mozno meftit

T1=nador <2 cm

T2 =nador 2-4 cm

T3 =nador > 4 cm, nepiesahuje tkan pankreatu

T4 = nador ptesahuje tkan pankreatu, zasahuje okolni cévy

Nodes (N) popisuje rozsifeni metastdz nadoru do regionalnich lymfatickych uzlin:
NO = nepfitomnost metastaz
N1 = pfitomnost metastaz v 1-3 lymfatickych uzlinach

N2 = pfitomnost metastaz ve 4 a vice lymfatickych uzlinach

Metastasis (M) popisuje pfitomnost vzdalenych metastaz:
MO = nepfitomnost vzdalenych metastaz

M1 = piftomnost vzdalenych metastaz ’

Na zaklad¢é kombinace téchto parametrt Ize urcit stddium karcinomu pankreatu:

Tabulka 1: Rozdé&leni do stadii ’

Stadium 0 Tis NO MO
Stadium [A T1 NO MO
Stadium 1B T2 NO MO
Stadium ITA T3 NO MO
Stadium I1B T1, T2, T3 N1 MO
Stadium III T1, T2, T3 N2 MO

T4 jakékoliv N MO
Stadium IV jakékoliv T jakékoliv N MI

Riizné typy neoplazii pankreatu se 1i§i mistem vzniku, klinickymi pfiznaky a také svou prognozou. Z

histologického hlediska lékafi rozlisuji pankreatické nadory na neuroendokrinni a exokrinni.®



2.1. Neuroendokrinni nadory

Pankreatické nddory neuroendokrinniho typu (PNETs, z angl. pancreatic neuroendocrine tumors)
vznikaji z bunék Langerhansovych ostriivkl pankreatu. Tyto nadory jsou obvykle hormonalné¢ aktivni.
Tvofi pfiblizné 1-2 % vSech pankreatickych tumorid. PNETs jsou obecné méné agresivni a maji
piiznivéjsi progndzu oproti nddorim exokrinnim.” Jejich biomarkery, jako je napiiklad chromogranin
A, je mozno sledovat v krevnim séru uz béhem brzkych klinickych stadii, diky tomu Ize PNETs
diagnostikovat dfive a usp&sné je 16¢it.!° PNETs mohou byt sporadické nebo sdruzené s vrozenymi
syndromy, jako je napf. syndrom mnohocetné endokrinni neoplazie typu 1 (MEN1)'!, syndrom von
Hippel-Lindau (VHL)'2, neurofibromatéza typu 1 (NF1)" a tuberdzni skleroza. 4

PNETs se déli na funkéni (produkuji hormony, jejichz sekrece vede k manifestaci klinickych
symptomt) a nefunkéni (neprodukuji hormony, nebo je produkuji v pfili§ nizké hladin€ na vyvolani
symptomutl). Nefunkéni PNETs tvofi vice nez 60 % neuroendokrinnich tumorti pankreatu. Podle typu
sekretovaného hormonu lze funkéni PNETs délit na inzulinomy produkujici inzulin, gastrinomy
produkujici gastrin, glukagonomy produkujici glukagon, somatostatinomy produkujici somatostatin a
VIPomy produkujici vazoaktivni intestinalni peptid. Neuroendokrinni nadory pankreatu jsou c¢asto

benigni, avak je nezbytné je sledovat, jelikoz miize dojit k jejich transformaci v nddory maligni.'

2.2. Exokrinni nadory

Exokrinni tkan pankreatu, tvotici exokrinni zlazu a jeji vyvody, je zodpovédna za tvorbu a sekreci
travicich enzymt do duodena. Jeji nddory pfedstavuji vice nez 95 % zhoubnych pankreatickych
neoplazii.! Mezi dalsi pankreatické nadory exokrinniho typu se kromé duktalniho adenokarcinomu
pankreatu (PDAC, zangl. pancreatic ductal adenocarcinoma) fadi napf. acinarni adenokarcinom,
pankreatoblastom a cystické nadory, jako jsou mucindzni cystické neoplazie (MCN) a intraduktalni

papilarni mucinézni neoplazie (IPMN).®

2.2.1. Duktalni adenokarcinom pankreatu

Duktalni adenokarcinom pankreatu je nejcastéjSim typem nadort slinivky bfisni, zastupuje vice nez 90
% téchto novotvard. Jeho pétiletd mira pteziti nepfesahuje 8 %.'® Vznikéa z epitelialnich bunék ve
vyvodnych kanalcich (duktech) slinivky bfisni. Vyznaluje se vyraznou pfitomnosti vazivového
stromatu, je pro n¢j typicka luminalni nebo intraceluldrni produkce mucinu a ma vysokou tendenci
metastazovat.! Jeho prekurzory byvaji neinvazivni prekancerozni 1éze jako jsou pankreatické
intraepitelialni neoplazie (PanIN), MCN a IPMN. !’

Vznik PDAC je asociovan s mutacemi pfevazné v protoonkogenu KRAS (kodujici GTPazu K-Ras) a
tumor supresorovych genech 7P53 (kodujici protein p53), CDKN2A (koédujici inhibitor cyklin-
dependentni kinazy 2A) a SMAD4 (kodujici Mothers against decapentaplegic homolog 4).'® Mutace ve
12. kodonu genu KRAS, jehoz divoky typ (wt, z angl. wild type) koduje glycin, byla pozorovana ve vice
nez 85 % pripadi PDAC. Nejcastéji vyskytujicimi se mutacemi jsou G72D kodujici aspartat (47 %),
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G 12V kodujici valin (34 %) a G12R kodujici arginin (17 %). Mutace G12D je spojena s horsi prognozou
onemocnéni.' Dale ¢asto dochazi k nadmérné expresi AKT2 (gen pro RAC-beta serin/threonin-protein
kin4zu), zaroven byla pozorovéana zvySena aktivita jeho upstream regulatoru PI3K (fosfatidylinositol-3-
kinaza), coz zvySuje prezivani nadorovych bun&k.?’ Ke vzniku PDAC mohou také piispivat mutace
v tumor supresorovych genech BRCA1/2 (Breast cancer, rakovina prsu) a ATM (Ataxia telangiectasia
mutated).?!

Ptiznaky onemocnéni PDAC se vétSinou projevuji az v pokrocilych stadiich, coz mé za pficinu pozdni
diagnézu a vyrazné zhorSenou prognoézu kvili rozsahu a zdvaznosti tohoto onemocnéni v dobé
diagndzy. Mezi tyto ptiznaky se fadi obstrukéni ikterus a s nim spojené tmavé zabarveni moci, ubytek
na vaze, kachexie, nevolnost a zvraceni, zvétSeni objemu jater a zlu¢niku, jaterni dysfunkce a selhani
jater, nechutenstvi, pfitomnost krevnich sraZenin a nahly nastup diabetes mellitus 2. typu. V pozdéjsich
stadiich onemocnéni se také miize objevovat obstrukce duodena.?? Bolest v oblasti zad byva ukazatelem
pravdépodobného nadorového postizeni téla slinivky bfiSni prordstajicim do retropankreatickych
nervovych spleteni, coz znemoZziiuje resekci nadoru. 2

Nejucinngjsim 1é¢ebnym postupem pii boji s karcinomem pankreatu nadale ziistava radikalni resekce —
tu je ovS§em mozno provést pouze u 20-30 % pacientli. Mezi zakladni chirurgické vykony pro 1écbu
PDAC patfi hemipankreatoduodenektomie (Whippleova operace), totalni pankreatektomie a distalni
pankreatektomie. Nejéastéji provadénymi chirurgickymi vykony jsou vSak paliativni spojkové operace
zaucelem obnoveni pasaze pii nepriuchodnosti duodena nebo prevence obstrukéniho ikteru, pokud nador
invaduje zlucovod. Pfestoze tyto spojkové operace nejsou kurativni, dokazi vyznamné prodlouzit preziti
a zlepsit kvalitu Zivota.”>** Pacienty s neresekabilnimi tumory je mozno 1é¢it neoadjuvantni ¢i paliativni
chemoterapii.”® U nadorG nevykazujicich radiorezistenci miize byt Gcinek chemoterapie zvySen
kombinaci s radioterapii.’® Vé&tSina imunoterapeutickych piistupii je v soucasné dobé stile ve fazi

klinickych studii.?’

3. Chemoterapie PDAC

Chemoterapie predstavuje kliovy pilit systémové 1é¢by PDAC. Vzhledem k omezenym moznostem
chirurgické resekce a nizké UCinnosti imunoterapie zlstava chemoterapie hlavni modalitou pro
prodlouzeni pieziti a zlepSeni kvality zivota pacientd. V soucasné¢ dob¢ se k 1écbé PDAC pouziva
pfevazné gemcitabin v kombinaci s nab-paklitaxelem (paklitaxel vazany na ¢astice albuminu) a rezim
FOLFIRINOX. U pacientti s hor§im stavem, vy$§im vékem nebo pfitomnosti komorbidit je kladen diiraz

na minimalizaci toxicity 1é¢by, a proto je u nich doporu¢eno volit monoterapii gemcitabinem.?



3.1. FOLFIRINOX

FOLFIRINOX je chemoterapeuticky rezim urceny k 1écbé karcinomu pankreatu. Sestava z téchto
chemoterapeutik: FOL — folinat vapenaty (leucovorin), F — fluorouracil, IRIN — irinotecan, OX —
oxaliplatina.?’

Fluorouracil (5-fluorouracil, 5-FU) je v buiice metabolizovan na 5-fluorouridin monofosfat (F-UMP),
ten je nasledné kindzami konvertovan az na 5-fluorouridin trifosfat (F-UTP). V této formé ho RNA
polymerdza inkorporuje do RNA. Ribonukleotid reduktaza mtze ptremeénit 5-fluorouridin difosfat na
5-fluorodeoxyuridin difosfat (F-dUDP). Ten je po nasledné fosforylaci na F-dUTP DNA polymerazou
inkorporovan do DNA. ZDNA je F-dU wvystépovan uracil glykosylazou. Ta spolupracuje
s endonukleazou I, jez do DNA zavadi jednofetézcovy zlom, ktery je rozpoznavan DNA reparacnimi
enzymy. Nasledné mize dochazet k inhibici syntézy DNA a buné¢né smrti. Za pomoci dUTPazy muze
dojit ke konverzi F-dUDP na 5-fluorodeoxyuridinmonofosfat (F-dUMP), ktery inhibuje thymidylat
syntazu (TS). Tim dochazi k inhibici syntézy thymidinu, zakladni slozky DNA, coz vede k bunécné
smrti. 3

Leucovorin zvySuje G¢innost 5-FU tim, Ze stabilizuje komplex F-dUMP a TS.*! Irinotecan je derivat
kamptotecinu. Funguje jako inhibitor topoizomerazy 1. Oxaliplatina patii mezi platinové derivaty,
které zpuisobuji intra- i interfetézcova kiizova kovalentni propojeni DNA, a tim poskozuji jeji strukturu,
coz vede k apoptdze. Prokazuje vyrazné zvysenou klinickou aktivitu v kombinaci s 5-FU. 3334

Klinické studie prokazaly vyznamné prodlouzeni celkového pieziti a preziti bez progrese onemocnéni
u pacientl [éCenych rezimem FOLFIRINOX, ackoli tato 1écba byla spojena s vyssi mirou nezadoucich
ucinkll v porovnani s monoterapii gemcitabinem. Podle studie ACCORD11/PRODIGE4 publikované
v roce 2011, kterd hodnotila u¢innost 1écby u pacientii s metastatickym PDAC, byl median celkového
preziti 11,1 mésice ve skupiné FOLFIRINOX, zatimco ve skupiné 1é¢ené gemcitabinem byl pouze 6,8
mésice.”” Navazujici studie PRODIGE 24/ACCORD 24 z roku 2018 byla provedena u pacientii po
kompletni resekci PDAC bez znamek metastaz a zkoumala ucinnost modifikovaného rezimu
FOLFIRINOX (mFOLFIRINOX, bez bolusového podani 5-FU a s redukovanou davkou irinotekanu)
jako adjuvantni terapie. Ve skupiné lécené mFOLFIRINOX byl median doby pfeziti bez znamek
onemocnéni 21,6 mésice, median celkového pieziti byl 54,4 mésice a mira celkového pieziti ¢inila 63,4
%. Ve skupiné 1é¢ené gemcitabinem byl median pteziti bez znamek onemocnéni 12,8 mésice, median
celkového pieziti byl 35 mésich a celkovéa mira pieziti ¢inila 48,6 %. Nezadouci G¢inky 3. a 4. stupn&’
se vyskytly u 75,9 % pacientt ve skupiné mFOLFIRINOX au 52,9 % pacientt ve skupiné gemcitabinu.
Tyto nezadouci ucinky zahrnuji prijem, tinavu, zvraceni, neutropenii, bolest biicha ¢i trombocytopénii.
Ve skupiné léCené gemcitabinem zemiel jeden pacient. Autofi konstatuji, ze mFOLFIRINOX
predstavuje a¢inngjsi adjuvantni terapii pro pacienty s resekovanym PDAC nez gemcitabin, a to

navzdory vyssi incidenci toxickych G¢inki. ¢



3.2. Kombinace gemcitabinu a paklitaxelu

Gemcitabin (2',2'-difluoro-2'-deoxycytidin, dFdC) je analogem deoxycytidinu.’’” Pouziva se jako
chemoterapeutikum pro 1é¢bu rakoviny prsu, plic, vaje¢nikii, mocového méchyie a slinivky bfisni.*®
Gemcitabin je do buiiky transportovan nukleosidovymi transportéry, nasledné je intracelularné
fosforylovan deoxycytidin kindazou (dCK) na gemcitabinmonofosfat (dFdCMP) a poté konvertovan na
aktivni formu gemcitabintrifosfat (dFACTP). Gemcitabin funguje jako kompetitor deoxycitidintrifosfatu
(dCTP) pfi syntéze DNA. Po inkorporaci dFdCTP do nascentniho fetézce DNA a zabudovani jednoho
dalsiho nukleotidu dochdzi k terminaci replikace DNA, coz vede k bunééné smrti. Tento jev,
oznacovany jako maskovana terminace fetézce, znemozituje DNA-opravnym mechanismim rozpoznat
a opravit poSkozeni zpisobené pfitomnosti dFdCTP v fetézci.****Aktivni forma gemcitabinu méze byt
také inkorporovana do RNA a inhibovat tak jeji syntézu.*! Metabolit gemcitabinu dFdCDP inhibuje
enzym ribonukleotid reduktazu, ¢imz snizuje intracelularni koncentraci kompetitivniho dCTP a tim
zvysuje efektivitu inkorporace dFdACTP do DNA.*? Deaminaci dFACMP vznik4a F-dUMP, inhibitor TS,
coz vede ke snizeni koncentrace thymidinu v bufice a nasledné bun&né smrti.>*** Po inkorporaci do
DNA gemcitabin také stabilizuje kovalentni komplex topoizomerazy I a DNA, ¢imz zabrafiuje op&tovné

ligaci fetézce a zplisobuje poskozeni DNA.*
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Obr.1: Metabolismus a mechanismus u¢inku gemcitabinu — hENT1, hCNT1/3, hNTs - nukleosidové transportéry,
CDA -cytidin deaminaza, dCK - deoxycytidin kinaza, NMPK - nukleosid monofosfat kindza, NDPK - nukleosid
difosfat kinaza, DCTD — deoxycytidylat deamindza, RRM1/2/2B - ribonukleotid reduktaza, TS - thymidylat
syntaza, Topol - topoizomeraza I vytvoieno pomoci BioRender.com
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Paklitaxel je diterpenoidni chemoterapeutikum pattici do skupiny taxan. Pouziva se klécbé
rakovinnych onemocnéni, mezi néz patfi napiiklad ovarialni a plicni karcinomy, karcinom prsu a
karcinom pankreatu.* Pivodné byl izolovéan z Tisu zdpadoamerického (Taxus brevifolia), jeho struktura
byla popsana v roce 1971.%V soucasnosti je paklitaxel produkovan semisyntetickou metodou.’
Paklitaxel je cytostatikum. Mechanismus jeho u€inku spociva ve stabilizaci mikrotubuld. Vaze se na -
tubulin v mikrotubulech a zabraiiuje jejich depolymerizaci, ¢imz zptisobuje zastaveni bunééného cyklu
v G2/M fazi. Bunky tak nejsou schopny spravné slozit mitotické vieténko, nemtze dojit k rozdéleni
chromozomi do dcefinych bunék a dochazi k apoptéoze.*®

Kombinace gemcitabinu a nab-paklitaxelu je v soucasnosti standardni lécbou pokrocilého nebo
metastatického PDAC. Pfestoze studie prokazaly ucinnost této chemoterapeutické kombinace, u fady
pacienti byly pozorovany nezadouci U¢inky, znacici relativné vysokou miru toxicity téchto 1éCiv.
Neutropenie >3. stupné® byla pozorovéna u vice neZ tfetiny pacientti. Déale byly hlaSeny tyto nezadouci
ucinky: leukopenie, inava, periferni neuropatie, prijjem a bilateralni celulitida dolnich koncetin, anémie,
trombocytopenie, anémie, pneumonitida a sepse.*>! Podle studie MPACT (Metastatic Pancreatic
Adenocarcinoma Clinical Trial) tato kombinace chemoterapeutik prokazala zlepSeni preziti pacientli ve
srovnani s monoterapii gemcitabinem.** V porovnani s 1é¢bou rezimem FOLFIRINOX prokazala
kombinace gemcitabin/nab-paklitaxel kratsi stfedni dobu preziti, ale niz$i toxicitu a miru nezadoucich

(¢inkd. !

3.3. Nova chemoterapeutika a jejich kombinace pro terapii PDAC
v experimentalnim vyvoji a testovani

Vzhledem k omezenym mozZnostem soucasné chemoterapie PDAC probihd vyvoj a vyzkum
inovativnich terapeutickych strategii pro 1écbu PDAC.

NALIRIFOX je chemoterapeuticky rezim urceny pro 1é¢bu PDAC sestavajici ze ¢tyi chemoterapeutik
— lipozomalniho irinotekanu, oxaliplatiny, leucovorinu a 5-fluorouracilu. Studie NAPOLI-3
(randomizovana oteviena studie faze III) porovnavala efektivitu rezimu NALIRIFOX a kombinace
gemcitabin/nab-paklitaxel pii 1é¢bé metastatického PDAC u dosud neléCenych pacientti. U pacientil
lécenych rezimem NALIRIFOX byl pozorovan median celkového preziti 11,1 mésice, median preziti
bez progrese 7,4 mésice a celkovd mira odpovédi Cinila 41,8 %. U pacientii 1é€enych kombinaci
gemcitabin/nab-paklitaxel byl medidn celkového pteziti 9,2 mésice, median pieziti bez progrese byl 5,6
mesice a celkova mira odpovédi Cinila 36,2 %. Zavazné nezadouci u¢inky se vyskytly u 87 % pacientii
ve skupiné NALIRIFOX a 86 % pacienti ve skupiné gemcitabin/nab-paklitaxel. Nejcastéjsimi
nezaddoucimi u€inky hlasenymi ve skupiné NALIRIFOX byly neutropenie, hypokalémie, prijem a
nevolnost. V této skupiné bylo hlaSeno méné¢ hematologickych nezadoucich G¢inkl oproti skupiné
gemcitabin/nab-paklitaxel. Studie potvrdila, Ze rezim NALIRIFOX poskytuje statisticky i klinicky

vyznamné zlepseni celkového preziti a preziti bez progrese oproti standardni 1é¢bé nab-paklitaxelem a



gemcitabinem.*> V roce 2024 byl NALIRIFOX schvalen americkym Utadem pro kontrolu potravin a
1é¢iv pro prvni linii 1é¢by PDAC.™

Jeden z perspektivnich smérti chemoterapie pro 1é¢bu PDAC ptedstavuji inhibitory Ras proteinti. Tyto
latky zahrnuji jak inhibitory zamétené na specifickou mutaci, tak i tzv. multispecifické inhibitory, které
dokazi cilit na rizné varianty téchto proteinti, véetné wt.

Daraxonrasib (RMC-6236) je multispecificky inhibitor aktivniho (GTP-vazajiciho) stavu Ras proteind.
Je selektivni pro mutantni i wt alely. V klinické studii faze I vykazoval slibnou protinddorovou aktivitu
u pacientii s PDAC nesoucimi riizné mutace genu KRAS.>* V soucasnosti probiha klinicka studie faze
II, zndma jako RASolution 302 (NCT06625320), kterd hodnoti ucinnost daraxonrasibu v 1écbe
metastatického PDAC.

Zoldonrasib (RMC-9805), inhibitor K-Ras-G12D, momentalné prochazi 1. fazi klinického testovani.
V porovnani se standardnimi lé¢ebnymi postupy vykazoval RMC-9805 ptiznivou snasenlivost.
Prozatimni vysledky naznacuji pozitivni budoucnost tohoto 1éku jako monoterapie i v kombinaci
s dalsimi chemoterapeutiky. >

Skupina pod vedenim Qinhenga Zhenga a Kevana M. Shokata v preklinické studii piedstavila novou
strategii pro selektivni cileni na mutaci K-Ras-G12D. Autofi vyuzili elektrofilni slouceniny na bazi j3-
laktonu, jez reaguji s mutantnim Asp12 a vytvaieji stabilni kovalentni komplexy. Cileni na GTP-vazany
stav K-Ras-G12D umoznuje potlaceni downstream signalizace, selektivni inhibici proliferace
rakovinnych bunék in vitro a supresi rustu xenograftti v mysich modelech. B-laktonové inhibitory K-
Ras-G12D by se vpfipadé pozitivnich vysledkti klinickych studii mohly stdit novym
chemoterapeutickym smérem pro 1é¢bu PDAC s mutaci K-Ras G12D. ¢

Obr.2.: Krystalova struktura K-Ras-G12D v komplexu s GDP a B-laktonovym inhibitorem — pievzato z 3



4. Experimentalni imunoterapie PDAC

Imunoterapie je v soucasnosti jednim z nejintenzivnéji zkoumanych piistupti v oblasti 1écby PDAC,

avsak zadna imunoterapie dosud nebyla plosné& schvélena pro rutinni pouZiti v klinické praxi.?’

4.1. Inhibitory kontrolnich bodl imunitniho systému

Kontrolni body imunitniho systému jsou molekuly regulujici imunitni odpovéd’, které hraji kli¢ovou roli
v prevenci autoimunitnich reakci. Tyto molekuly mohou zprostfedkovat unik nadoru imunitnimu
systému. Radi se mezi n& napiiklad CTLA-4 (cytotoxicky T-lymfocytarni antigen), PD-1
(programovana smrt-1, z angl. Programmed death-1), TIGIT (Imunoreceptor T-bunék s doménami Ig a
ITIM, z angl. T-cell Immunoreceptor with Ig and ITIM domains), LAG-3 (lymfocytarni aktiva¢ni gen-
3) a TIM-3 (T bunéény imunoglobulinovy a mucinovy receptor 3). Monoklonalni protilatky (mAbs)
cilici na tyto kontrolni body pfedstavuji terapeuticky smér, jehoz cilem je aktivovat imunitni systém a

zvysit tak jeho protinddorovou aktivitu. 37

4.1.1. Anti-PD-1 mAbs

PD-1 (CD279) je transmembranovy protein exprimovany pievazné na povrchu aktivovanych T-
lymfocytl, B-lymfocytt a NK bunék.’®* " Hraje kli¢ovou roli v regulaci imunitniho systému pomoci
inhibice imunitni odpovédi a zabranuje T bunkam poskozovat zdravou tkan. PD-1 funguje jako imunitni
kontrolni bod, ktery poméaha udrzovat periferni toleranci a zabrafiuje autoimunitnim reakcim.®! Po vazbé
PD-1 na jeho ligand, PD-L1, dochazi k pfenosu inhibi¢niho signalu skrze inaktivaci signalizace ptes T
bunécny receptor (TCR), snizeni produkce zanétlivych cytokint a anti-apoptotickych faktori. Exprese
PD-L1 byla detekovdna také na povrchu rakovinnych bunék, kde pfispivd k imunosupresi
prostfednictvim interakce s PD-1 na T-lymfocytech.”> Tento mechanismus pfedstavuje jednu ze
strategii, kterymi nadorové buiiky unikaji imunitnimu systému.%-64

Anti-PD-1 mAbs reaktivuji efektorové funkce T-lymfocytl, ¢imz posiluji protinddorovou odpoveéd'.
Vlivem anti-PD-1 mAbs muze také dochazet k internalizaci PD-1, coz umociiuje protinadorovy
potencial imunitniho systému.®> Blokace PD-1 také mize piedchazet vzniku vzdalenych metastiz
dtsledkem hematogenniho rozsevu.®

Monoterapeutickd 1é¢ba pomoci anti-PD-1 mAbs se ukézala jako uc¢inna u pacientl trpicich napft.
melanomem®’, Hodgkinovym lymfomem®, ¢ nemalobunéénym karcinomem plic®, avSak studie
neprokazaly pozitivni vysledky pii 166b& PDAC.”° Vyjimkou jsou pacienti trpici PDAC s mikrosatelitni
nestabilitou a MMR deficienci (z angl. mismatch repair, oprava chybného parovani). Jejich nadory
vykazuji vy$$i mutacni zat€Zz vedouci k expresi SirSiho spektra neoantigent, coZ zvySuje jejich
imunogenicitu. U téchto pacientti byla pozorovana vyssi mira odpovédi na 1é¢bu, delsi doba preziti bez

progrese onemocnéni a delsi doba celkového preziti.”!”



4.1.2. Anti-CTLA-4 mAbs

CTLA-4 (CD152) je homodimerni transmembrdnovy protein fadici se do imunoglobulinové
superrodiny.” Na povrchu T-bunék kompetuje CTLA-4 s kostimulaénim receptorem CD28 o vazbu na
jejich ligandy CD80 (B7-1) a CD86 (B7-2). Po kontaktu s témito ligandy na antigen prezentujicich
buitkach (APCs, z angl. antigen-presenting cells) podporuje receptor CD28 proliferaci a aktivaci T-
lymfocyti. Naproti tomu CTLA-4 hraje roli negativniho regulatoru téchto funkci a brani T bunécné
aktivaci.” Delece genu pro CTLA-4 v mysich modelech vedla k masivni lymfoproliferaci a naslednému
fatdlnimu poSkozeni zdravych tkani.”> CTLA-4 je nezbytnym negativnim regulatorem imunitniho
systému a prispiva k zabranéni autoimunity.’”

Monoterapie 1ékem ipilimumab (anti-CTLA-4 mAb) prokéazala vyznamné pozitivni vysledky mimo jiné
pii 16¢be metastatického karcinomu prostaty’’ a predlééeného pokrocilého melanomu.”® Pfi 166b& PDAC
nebyla monoterapie ipilimumabem a¢inng.”

Klinicka studie CheckMate032 testovala Uc¢innost kombinace nivolumabu (anti-PD-1 mAb) a

ipilimumabu u pfedlécenych pacientii s PDAC. Lécba se ukazala jako neGi¢inna.”
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Obr.3: Schéma mechanismt u¢inku anti-PD-1/PD-L1 mAbs a anti-CTLA-4 mAbs. Pfi interakci PD-1/PD-L1
rekrutuje komplex ITSM fosfatazu SHP2, ktera nasledné inhibuje TCR signalizaci skrze inaktivaci kinazy ZAP70
— vytvofeno pomoci BioRender.com
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4.1.3.Jiné vyznamné inhibi¢ni molekuly T a NK bunék jako cile imunoterapie PDAC
Kromé CTLA-4 a PD-1 je také mozno cilit na dal$i inhibi¢ni molekuly T a NK bunék, jako jsou
napiiklad TIGIT a LAG-3 a jejich ligandy. Tyto pfistupy vSak stale zlstavaji v experimentalni fazi a
jejich ucinnost v 1écbé PDAC neni klinicky prokazéana.

TIGIT je koinhibi¢ni receptor, ktery je soucasti rodiny CD28 a je exprimovany na T a NK burikach. Po
vazbé na jeho ligandy CD155 a CD112 dochazi k supresi imunitni odpovédi. CD155 je ve zna¢né mite
exprimovan na povrchu bunék PDAC a jeho vyssi exprese koreluje s hor$i progndzou tohoto
onemocnéni. U rakovinnych bunék PDAC vedl knockdown (€astecna inaktivace) CD155 k zastaveni
bunééného cyklu v G2/M fazi a inhibici proliferace. Blokdda PD-1, TIGIT a CD155 zvysuje efektivitu
protinddorové imunitni odpovédi.’*#! Tiragolumab, anti-TIGIT mAb, byl ve studii CITYSCAPE
testovan v kombinaci s atezolizumabem (anti-PD-L1 mAb) jako prvni linie 1écby nemalobunécného
karcinomu plic. Tato kombinace prokazala zvySenou miru odpovédi oproti ostatnim léCebnym
postuptim.®? V sou¢asné dobé& neprobihaji zadné klinické studie testujici efektivitu anti-TIGIT mAbs
pro 1écbu PDAC.

LAG-3 (CD223) je konstitutivné exprimovany receptor na povrchu T a NK bunék, ktery se vaze na
hlavni histokompatibilni komplex tfidy II (MHC II) a hraje roli v negativni regulaci T bunécnych funkci
a zabrafiuje autoimunité. Soucasna blokace LAG-3 a PD-1 vedla ke zlepseni protinddorové aktivity T-
lymfocytd a potladeni riistu nadoru.®>* Kombinace retatlimabu (anti-LAG-3 mAb) a nivolumabu (anti-
PD-1 mAb) se ukazala jako G¢inna v 1é¢b& pokroc¢ilého melanomu®, ale nebyla testovana na pacientech

s PDAC.

4.2. Adoptivni bunééna terapie

Terapie T buiikami s chimérickym antigennim receptorem neboli CAR T bunécna terapie je jednim z
druhti adoptivni bunécné terapie. Pacientovi jsou odebrany T-lymfocyty, které jsou nasledné geneticky
modifikovany in vitro tak, aby na povrchu exprimovaly chimérické antigenni receptory (CAR), které
maji schopnost rozpoznat a vazat se na antigeny nachézejici se na povrchu nadorovych bunék.?” Piestoze
CAR bunécna terapie dosahuje plsobivych klinickych vysledkd pii 1é¢bé akutni lymfoblastické
leukémie a velkobunécného B-lymfomu, narazi na cetné prekazky, které brani jejimu plosnému vyuziti
v 1é¢bé dalsich hematoonkologickych malignit a také solidnich nador. Mezi tyto piekazky patii napt.
vysoka toxicita, neurologické potize, syndrom uvolnéni cytokini a s nim spojené piiznaky jako hypoxie,
hypotenze ¢&i pyrexie a ptipadna smrt.36%7

V klinickych studiich byla sledovana efektivita T bun€k s CAR specifickym pro mesothelin, jenz je
nadmérné exprimovan v buitkich PDAC®. Tato terapie byla pomérné dobfe tolerovéna, ale neprokazala
vyznamny U&inek.%%

V buitkdch PDAC byla sledovana nadmérna exprese antigenu B7-H3, ktery funguje jako imunitni
kontrolni bod a podporuje progresi onemocnéni.”’*> Soucasné probiha klinicka studie faze I testujici

CAR T buné¢nou terapii cilici na tento antigen (NCT06158139).
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4.3. Terapie pomoci onkolytickych viri

Terapie pomoci onkolytickych virti vyuziva geneticky modifikované nebo ptirozené se vyskytujici viry,
které selektivné infikuji a nici nadorové buiiky. Po proniknuti do nddorové burky se tyto viry za¢nou
replikovat, coz vede k lyzi buiiky a uvolnéni virovych ¢astic a nddorovych antigent do okoli. Tento
proces redukuje mnozstvi nddorovych bunék a zaroveii stimuluje protinddorovou imunitni odpovéd’.
Terapie onkolytickymi viry predstavuje slibnou strategii pro boj s PDAC. %

VCNOL1 je onkolyticky adenovirus (OA), ktery se selektivné replikuje v buiikdch s narusenou funkci
drahy retinoblastomového (Rb) proteinu.”* Dysfunkce této dréhy je typicka pro rakovinné buiky a
nevyskytuje se v buitkach benignich.” Tento virus koduje hyaluronidazu, diky niz umi efektivné narusit
nadorové stroma.”* Byl klinicky testovan v kombinaci s chemoterapii a prokazal vyznamny
protinadorovy ucinek véetné schopnosti tispéSné narusovat stroma PDAC, a tak zvysit efektivitu 1é¢by.
Byla u n&j pozorovana dobra snasenlivost.”

LOAd703 je OA obsahujici transgenni kazetu, ktera koduje imunostimula¢ni molekuly CD40L (ligand
receptoru CD40 na APCs) a 4-1BBL (ligand receptoru 4-1BB na T a NK bunkach). Replikuje se
v buiikach s nefunkénim Rb proteinem, coz umoziuje efektivni cileni na nadorové bunky. Muze také
invadovat bufiky stromatu a exprimovat v nich CD40L a 4-1BBL, aniz by je lyzoval.”’ V klinické studii
prokazal v kombinaci s gemcitabinem a nab-paklitaxelem pozitivni vysledky v 1é¢bé pacientl
s PDAC.™

Studie z roku 2024 ukézala slibné vysledky nové technologie zvané ONCOTECH, ktera kombinuje OA
s T buiitkami za ucelem zlepSeni dopraveni virtt do nadorti. OA jsou obaleny syntetickou membranou,
kterda nese antigeny umoziujici vazbu OA na TCR, aniz by do$lo ke spusténi signalizace. Timto
zpiisobem jsou OA spolecné s T buiikami dopravovany ptimo do nadoru. Tyto viry jsou navic geneticky
upraveny tak, aby nesly systém CRISPR-Cas9, ktery dokéze cilené vytadit gen pro PD-L1 v nadorovych
bunikach. V mysich modelech PDAC ONCOTECH vykazal vyrazné zvySeni poctu OA v nadorovych
bunikach, coz vedlo k vyznamnému sniZeni exprese PD-L1 a zlepSeni pteziti. ONCOTECH ma potencial

stat se efektivni metodou kombinujici viroterapii a buné¢nou terapii v 1é¢b&é PDAC.”

4.4. Kombinace imunoterapie a jinych pristupi

Za ucelem zvyseni efektivity 1é€by PDAC je mozno kombinovat imunoterapii s dal$imi 1é¢ebnymi
pristupy. Inhibitory imunitnich kontrolnich bodl v kombinaci s chemoterapii mohou vykazovat vyssi
ucinnost bez vyrazného zvyseni toxicity.'%!%! Klinick4 studie sledovala u¢inek pembrolizumabu (anti-
PD-1 mAb) v kombinaci s onkolytickym virem pelareorep a chemoterapii. Tento rezim byl dobie
tolerovany a vykazal piiznivou efektivitu oproti samotné chemoterapii.!® Pozitivni vysledky byly

pozorovéany také u kombinace imunoterapeutickych piistupti s radioterapii.!?*1%4
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5. Nadorové mikroprostiedi PDAC a jeho hlavni charakteristiky

z hlediska citlivosti k chemoterapii a imunoterapii

Nadorové mikroprosttedi (TME, zangl. tumor microenviroment) PDAC je vysoce komplexni a
zahrnuje interakce mezi nddorovymi buitkami, stromalnimi fibroblasty, buiikami imunitniho systému,
vaskularnimi slozkami a extracelularni matrix (ECM), které spolecné podporuji vznik hypoxického a
imunosupresivniho prostiedi, které podporuje dalSi tumorigenezi, vznik vzdalenych metastaz a
rezistenci k 1é¢bé. PDAC je povazovan za tzv. imunologicky ,,studeny* nador (z angl. cold tumor), a to
predevsim kvuli nizké mutacni zat€zi a vysoce imunosupresivnimu TME. Pro tento nador je typicka

minimalni infiltrace cytotoxickymi T-lymfocyty, omezeny pocet neoantigenti a nizka imunogenicita. '%
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Obr.4: Schéma nadorového mikroprostiedi PDAC — vytvoreno pomoci BioRender.com

5.1. Charakterizace nadorovych bunék PDAC

Nadorové bunky PDAC se od zdravych pankreatickych bunék zasadné 1isi svou molekularni
charakteristikou, poruchami v regulaci signalnich drah i funk¢nimi vlastnostmi, jako je nekontrolovana
proliferace, rezistence vii¢i apoptoéze a metabolické zmény. Zésadni jsou mutace v genu KRAS, kvli
nimz setrvavda GTPaza K-Ras v aktivnim (GTP-vazajicim) stavu. V této formé K-Ras konstitutivné
stimuluje nékolik kli¢ovych signalnich drah zodpovédnych za proliferaci, pfezivani a metabolickou
aktivitu bun¢k, jako jsou mitogenem aktivovand protein kinazova draha (MAPK), PI3K/AKT/mTOR
draha a NF-kB draha.'” KRAS mutace také spousti Gasné metabolické pienastaveni smérem k tzv.
Warburgovu efektu — zvysené glykolyze i za pfitomnosti kysliku. Mutovany K-Ras zprostiedkované

zvySuje piijem glukozy a expresi proteint souvisejicich s glykolyzou (napt. GLUT1, HK2, LDHA),
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¢imz podporuje syntézu ATP i prekurzord pro anabolické dé€je. Tim vytvari metabolické prostiedi
piiznivé pro rist nadorovych bunék jiz ve stadiu prekancerdznich 1ézi. '%7

Aktivovany K-Ras stimuluje kindzu Raf, kterd nasledné aktivuje MAP2K1/MEK, a ta dale fosforyluje
MAPKI1/ERK2. ERK2 potom translokuje do jadra, kde fosforyluje transkripcni faktory regulujici geny
souvisejici s bunéénym délenim a diferenciaci. Kromé toho hraje v regulaci MAPK drédhy vyznamnou
roli dudlné specifickd fosfatdiza DUSP6 (MKP-3), ktera ERK2 inaktivuje. Exprese DUSP6 je vSak v
PDAC casto epigeneticky tlumend, coz pfispiva k udrzeni aktivniho stavu MAPK. Ztrata DUSP6 tak ve
spolupréaci s mutovanym K-Ras synergicky podporuje maligni fenotyp bunék PDAC. %

Aktivace PI3BK/AKT/mTOR signalni drahy je kliCovym mechanismem, jimz mutovany K-Ras
podporuje piezivani a riist nadorovych bunék PDAC. PI3K katalyzuje tvorbu PIP3, ktery aktivuje PDK1
anasledn¢ AKT, coz vede k fosforylaci fady substratd podporujicich proliferaci, buné¢ny metabolismus
a inhibici apoptdzy. Jednim ze substratll Akt je kinaza mTOR, ktera tvoii dva funk¢éné odlisné komplexy
— mTORC1 a mTORC2. Komplex mTORCI1 reguluje syntézu proteini a bunécny rist, zatimco
mTORC?2 ovliviyje cytoskelet regulaci aktinové dynamiky skrze fosforylaci protein kinazy C, preziti
bunék a zpétné aktivuje AKT.!” Studie z roku 2013 ukéazala, Ze aktivace PI3K/PDK1 dréhy je nejen
dostate¢na, ale i nezbytna pro vznik PanIN 1ézi a rozvoj invazivniho karcinomu. Geneticka inaktivace
PDK1 v pankreatu zcela zabranila nadorové transformaci i v pfitomnosti onkogenniho KRAS, zatimco
inhibice MAPK nemé¢la tak zasadni efekt. To ukazuje, ze PI3K/PDK1 draha hraje v kontextu pankreatu
specifickou a nezastupitelnou roli v KRAS-mediované tumorigenezi. Aktivace této drahy byla
pozorovana i v lidskych PanIN a PDAC vzorcich a farmakologickd inhibice PI3K in vivo vedla k regresi
nadort, coz podtrhuje jeji terapeuticky potencial.!'

Signalni draha NF-xB (nukleéarni faktor xB) je v butikach PDAC konstitutivné aktivovand a zasadn¢ se
podili na regulaci preziti, proliferace, zanétlivé odpovédi a rezistence k terapii. Aktivace jeji kanonické
vétve je zprosttedkovana zvySenou produkei IL-10 nadorovymi buiikami indukovanou onkogennim K-
Ras. Vazba IL-1a na receptor IL-1R1 na nadorovych butikach spousti signalni kaskddu zahrnujici
adaptér MyD88, kinazu IRAK4 a TRAF6, kterd vede k aktivaci IKK komplexu. Ten fosforyluje
inhibitor IkBa, jehoz degradace umozni translokaci dimeru p65/p50 do jadra a aktivaci transkripce genti
podilejicich se na inhibici apoptézy, proliferaci, zanétlivé signalizaci a imunosupresi. Mezi n¢ patii
napfiklad antiapoptotické faktory, cytokiny, chemokiny a geny podporujici epitelidlné-mezenchymalni
preménu. Aktivace NF-kB je dale posilovana pozitivni zpétnovazebnou smyckou, v niz hraje kli¢ovou
roli p62/sequestozom-1, jenz stabilizuje aktivitu komplexu TRAF6-IKK. !!!

Signalni draha Notch hraje vyznamnou roli v patogenezi PDAC, zejména v ranych fazich maligni
transformace. Aktivace této drahy zacina vazbou membranového ligandu ze skupiny Delta-like (napf.
DLLI1, DLL3, DLL4) nebo Jagged (napt. JAG1, JAG2) na nektery z receptord Notch (Notch1—Notch4),
coz spousti kaskadu proteolytickych Stépeni zakonCenou uvolnénim Notch intracelularni domény
(NICD). Ta nasledné vstupuje do jadra, kde interaguje s transkripénim faktorem CSL a koaktivatory

MAMLI1 a p300, ¢imz dochazi k aktivaci exprese cilovych genti. Mezi nejvyznamnéjsi geny regulované
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touto signalizaci patii geny pro transkripcni represory Hes1 a Heyl, onkogeny c-myc a CCNDI (cyklin
D1), geny pro kindzy Akt a mTOR a prozanétlivy gen PTGS2 (COX-2). Signalni drahy Notch a NF-xB
spolu v nadorovych buitkkdich PDAC funkéné interaguji, ¢imz se vzajemné podporuji v udrzeni
proliferace a zanétlivého fenotypu PDAC. Notch draha tak hraje zasadni roli nejen v iniciaci, ale i v
progresi a agresivit¢ PDAC.!'? V normalnim pankreatu je jeji aktivita nizka a slouzi k udrzeni rovnovahy
mezi proliferaci a diferenciaci progenitorii pankreatickych bunék. V pfitomnosti onkogenni mutace
KRAS vsak dochazi k reaktivaci Notch signalizace, coz vede k preméné diferencovanych acinarnich
bun¢k na duktdlni — tzv. acinarné-duktalni metaplazii (ADM) — a nasledné tvorbé PanIN [ézi.
Experimentalni studie na mysich modelech ukazaly, ze koaktivace Notchl a K-Ras-G12D vyrazné
urychluje vznik PanIN lézi a Ze Notch signalizace zvysuje citlivost builkky vii¢i transformaci
zprostiedkované KRAS.!'* V lidskych vzorcich PDAC byla pozorovdna zvy$ena exprese receptorl
Notch1 a Notch3 a ligandi DLL1, DLL3 a DLL4. Tyto nalezy naznacuji, ze Notch signalizace piispiva
k udrzeni nadorového fenotypu buné¢k PDAC prostiednictvim podpory proliferace, bunécné plasticity a
inhibice diferenciace. ''*

Zminéné signalni drahy predstavuji zasadni odchylky nadorovych bunék PDAC od jejich
fyziologickych protéjsku. Jejich vzajemna interakce podporuje maligni fenotyp, metabolickou adaptaci

a rezistenci vii¢i terapii, a tudiz pfedstavuji atraktivni terapeutické cile.!%

5.1.1. Mechanismy rezistence PDAC k chemoterapii
PDAC je vysoce chemorezistentni onemocnéni. Mezi klicové mechanismy, diky nimz buinky PDAC
vykazuji rezistenci vii¢i chemoterapii, patii napt. exprese ABC transportérti, DNA opravné mechanismy

a regulace indukce apoptozy.

5.1.1.1. Exprese ABC transportériu
ABC transportéry (kazeta vazajici ATP, z angl. ATP-binding casette) predstavuji superrodinu

transmembranovych proteind, které jsou konzervovany napii¢ vSemi doménami bunécného Zivota.
V lidském genomu bylo identifikovano 49 ABC genll. ABC transportéry vyuzivaji energii hydrolyzy
ATP k aktivnimu transportu latek pfes buné¢nou membranu. Translokuji Siroké spektrum latek (véetne
anorganickych iontt, peptidd, lipidl, vitamint ¢i dalSich nutrient) a maji mimo jiné ulohu v ochrané
zdravych tkani pfed xenobiotiky a endogennimi metabolity. Nékteré ABC transportéry, zejména P-
glykoprotein (P-gp), také znamy jako MDR1 (mnohocetna l€¢kova rezistence 1, z angl. Multidrug
resistance 1), MRP1 (protein spojeny s mnohocetnou lékovou rezistenci 1, z angl. Multidrug resistance
associated protein 1) a BCRP (protein rezistence rakoviny prsu, z angl. Breast cancer resistance protein),
funguji jako efluxni pumpy, které kromée toxind transportuji ven z bunky také 1éciva, ¢imz napomahaji
ke vzniku chemorezistence.'!® Tyto proteiny jsou ve vysoké mife exprimovany v bufikich PDAC, kde
podporuji rezistenci proti gemcitabinu.!'®!''” Nadmérna exprese P-gp je spojena také s rezistenci k

paklitaxelu.''
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Dostupné studie naznacuji, ze inhibice funkce ABC transportérti mtize zvysit citlivost nadorovych bunck

k chemoterapeutikiim, coZ piedstavuje potencialné vyznamny piinos pro zlepSeni u¢innosti 1é&by. 16118

120

P-gp/ABCB1

Cytoplasma

MRP1/ABCC1

BCRP/ABCG2

O =doména vazajici nukleotid N = N-terminus C = C-terminus
Obr.5: Hlavni ABC transportéry zprostiedkovavajici chemorezistenci nadorovych bunék PDAC — pievzato z '° a

prelozeno

5.1.1.2. DNA reparacni mechanismy

Proteiny kodované geny BRCAI, BRCA2 a PALB?2 hraji zésadni roli v opravé dvoutetézcovych zlomi
DNA prostfednictvim homologni rekombinace. Takova poskozeni mohou byt indukovana napf.
platinovymi cytostatiky, jako jsou cisplatina a oxaliplatina, ktera se bézné€ pouzivaji jako protinadorova
chemoterapeutika. U pacientl trpicich PDAC s mutacemi v téchto genech byla pozorovana vyrazné
vy$3i citlivost k 1é¢bé platinovymi derivaty. %!

NHEJ (nehomologni spojovani koncii, z angl. non-homologous end joining) je dal$i z mechanismu,
které PDAC pouziva k opravé dvoufetézcovych zlomtt DNA. Tato draha je ve vétsiné piipadd PDAC
funkéni, pricemz Casto dochazi ke zvySené expresi katalytické podjednotky DNA-dependentni protein
kinazy (DNA-PKcs), kli¢ového enzymu NHEJ. Tento jev je spojen s agresivnéj$im chovanim nadoru,
horsi prognoézou a snizenou citlivosti na chemoterapii, zejména na gemcitabin. Inhibice DNA-PKcs
vedla ke zvySené apoptoze nadorovych bunék a vyssi citlivosti k 1é¢bé, coz naznacuje, Ze aktivni NHEJ
prispiva k chemorezistenci PDAC tim, Ze umoziuje bunkam efektivné opravovat poSkozeni DNA

zplisobené cytostatiky. 122123
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Mismatch repair (MMR, oprava chybného parovani) je zakladni mechanismus opravy DNA, ktery
zajistuje korekci chyb vzniklych pfi replikaci, zejména nespravného parovani bazi a inzerénich ¢i
delecnich mutaci. Po detekci chyby je degradovan nove syntetizovany tsek vlakna DNA obsahujici
chybu, nacez je spravna sekvence DNA dosyntetizovana DNA polymerazou 6 a spojena DNA ligézou.
V ptipadée selhani tohoto systému dochazi k akumulaci mutaci a mikrosatelitni nestabilit¢. U PDAC je
naopak poskozena draha MMR spojena s vyssi rezistenci proti pyrimidinovym analoglim, jako je
gemcitabin, pravdépodobné diky zvySené toleranci k poskozeni DNA a poruse apoptotickych drah.
Pacienti s intaktni dradhou MMR vykazovali lepsi odpovéd’ na 1é¢bu adjuvantni chemoterapii. 124123
NER (nukleotidovd excizni oprava, zangl. nucleotide excision repair) odstraiiuje DNA adukty
zpusobené napf. platinovymi derivaty. Protein ERCC1, nezbytna slozka této drahy, umoziiuje opravu
téchto poskozeni, ¢imz snizuje ucinnost lécby. Vysoka exprese ERCC1 u pacientli s metastatickym
PDAC [éCenych rezimem FOLFIRINOX byla spojena s niz§i odpovédi na 1é¢bu v porovnani s pacienty
s niz$i expresi tohoto proteinu. Tato data naznacuji, ze se NER uplatiuje pfi rezistenci PDAC proti
chemoterapii oxaliplatinou.'?®

BER (bazova excizni oprava, z angl. base excision repair) opravuje nehelikalni poskozeni DNA vznikla
napf. oxidaci, deaminaci nebo alkylaci bazi. DNA-glykosylazy rozpoznaji a vystépi poskozenou bazi,
¢imz vznikd tzv. abazické misto, které je nasledné rozpoznano apurinickou/apyrimidinovou
endonukleazou 1 (APE1), ktera vytvori jednovlaknovy zlom DNA. Na tento zlom se vazou scaffoldové
proteiny, jako PARP1 a XRCCl, které stabilizuji poSkozenou oblast a rekrutuji dalsi slozky BER. V
nasledujicim kroku DNA polymerdza B doplni chybé&jici nukleotid (tzv. short patch repair — oprava
kratkou zaplatou) nebo delsi usek bazi (tzv. long patch repair — oprava dlouhou zaplatou), ¢imz dochazi
k vytlaceni prilehlych bazi, které jsou nasledné odstranény endonukledzou FEN1. Poslednim krokem
BER je ligace preru$eného vldkna DNA ligazou.'”” APE1 se vaze na promotor KRAS a zesiluje jeho
transkripei, ¢imZ podporuje vznik maligniho fenotypu bunék. Knockdown APE1 zvySuje citlivost
nadorovych buné¢k PDAC k chemoterapii oxaliplatinou, 5-FU a gemcitabinem, coZ naznacuje, Ze hraje
v roli v chemorezistenci proti t€émto 1é¢iviim.'*® Deficience DNA polymerazy B je u kolorektalniho
karcinomu spojena s vyssi odpovidavosti na 1écbu oxaliplatinou, coz naznacuje, ze se DNA Pol
angaZuje v rezistenci proti platinové chemoterapii. Tento jev miZeme ocekavat i u PDAC.'® Inhibice
PARP pomoci 3-aminobenzamidu (3-ABA) vedla ke zvyseni u¢innosti gemcitabinu v mysich modelech

PDAC."?

5.1.1.3. Regulace indukce apoptézy

Apoptdza je jednim z hlavnich druh programované bunééné smrti, ktery slouzi k udrzeni tkanové
homeostazy. Vznik mutaci a poskozeni DNA v buiice vede za normalnich okolnosti k aktivaci
apoptotickych drah a nasledné bunééné smrti. U rakovinnych bunék vsak k apoptoze obvykle nedochazi,
jelikoz se u nich vyvinula schopnost tomuto typu bunééné smrti unikat. Tato vlastnost je jednim

z hlavnich znak® nadorovych onemocnéni. 13!
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U nédord, které reaguji na 1écbu, vede chemoterapie a radioterapie k indukci apoptodzy rakovinnych
bunek. Naopak PDAC je charakterizovan vysokou odolnosti vic¢i apoptdze, coz prispiva k jeho
rezistenci vu¢i chemoterapii. Buitka mtize podstoupit apoptézu dvéma hlavnimi cestami: vnitini
(mitochondrialni) drahou a vné&jsi (extrinzickou) drahou.'*!

Mitochondriélni apoptoticka drdha mtize byt aktivovana v ramci odpovédi na rizné faktory. Mezi né
patii napf. poskozeni DNA, oxidativni stres, deprivace nutrientl, hypoxie a vysoka intraceluldrni
koncentrace Ca’" iontli. Mitochondrie udrzuji rovnovdhu mezi pro- a antiapoptotickymi proteiny z
rodiny Bcl-2. Pii pfevaze proapoptotickych proteini dochazi ke zvyseni propustnosti mitochondridlni
membrany a naslednému uvolnéni cytochromu c a dal$ich latek, jako jsou apoptézu indukujici faktor
(AIF), Smac/DIABLO a HtrA2/Omi, do cytoplazmy. Vazbou cytochromu c¢ na Apaf-1 vznika
apoptozom, jenz $tépi prokaspazu 9 na kaspazu 9, ktera dale $tépi prokaspazy 3 a 7 na aktivni kaspazy
3 a 7, které jsou zodpovédné za morfologické a biochemické zmény vedouci k apoptoze. Uvolnéné
proteiny Smac/DIABLO a HtrA2/Omi podporuji apoptdzu vazbou na inhibitory apoptotickych proteint
(IAPs) nebo jejich proteolytickym $té€penim.'*? V PDAC dochazi ke zvySené expresi antiapoptotického
proteinu Bcl-Xi, coz mé za nasledek nerovnovahu mezi pro- a antiapoptotickymi faktory blokujici
spusténi mitochondrialni apoptotické drahy.'** Déle 1ze u PDAC pozorovat zvySenou expresi proteint
rodiny IAP. Ke zvySeni exprese v pankreatickych nadorovych buiikach dochazi zejména u proteind
XIAP, cIAP1/2 a Survivin. ZvySena exprese proteinii cIAP1 a cIAP2 je spojena s chemorezistenci u

PDAC. !

Apoptotické stimuly

Apatd " Bcl-2/Bcl-X,
Cytochromc BAX/BAK Mitochondrie

® [ ]
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Obr.6: Schéma vnitini apoptotické drahy — pievzato z '3? a pfelozeno
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Vnitini draha muze byt také aktivovana prfi poSkozeni endoplazmatického retikula (ER) vlivem
bunécéného stresu. Ten mlze zptisobovat napt. hypoxie, pfitomnost volnych radikalti nebo nedostatek
glukézy. ER je citlivé na naruSeni bunéénych procest, jako jsou poskozeni DNA, oxidativni stres a
snizend hladina véapniku, jelikoz tyto podminky zabraiiuji spr&vnému baleni proteinii v ER a pisobi stres
ER."! Odpovédi na tento stres je spusténi evoluéné konzervované drahy UPR (odpovéd’ na nesbaleny
protein, z angl. Unfolded protein response). UPR signalizace je dtlezita pro rakovinné buiiky, jelikoz
v nich dochézi ke vzniku stresu ER kviili vysoké mife replikace vyssi hlading Spatné sbalenych proteind.
Spusténi UPR zvySuje pieziti nadorovych bunék.'3* Protein GRP78, soucast signalni drahy UPR, je
vyrazn€ exprimovan v buitkdich PDAC, kde inhibuje kaspazu 7 a proapoptotické proteiny BIK a BAX,
¢imz PDAC pomah4 v rezistenci proti apoptoze. 3!

Vng&jsi apoptoticka draha se aktivuje vazbou tzv. smrticich (death) ligandti (napt. TNF, FasL, TRAIL)
na odpovidajici receptory na povrchu bunky. Tyto receptory (TNFR1, Fas/CD95, DR4, DRS5) obsahuji
smrtici (death) doménu. Po navazani ligandu na pfislusny receptor se na death doménu piipoji
adaptorové proteiny TRADD, FADD a prokaspazy 8 a 10, ¢imz vznika komplex DISC. V buikach
PDAC je apoptoza prostiednictvim vnéjsi drahy zavisla na draze mitochondrialni. Vznikem DISC
komplexu dochazi k preméné prokaspazy 8 na kaspazu 8, ktera zvySuje propustnost mitochondrialni
membrany, coZ vede k aktivaci mitochondrilni apoptotické drahy.!* PDAC zabrafiuje aktivaci vnéjsi
drahy né¢kolika zplsoby. ZvySena exprese FAP-1 zabranuje interakci Fas-FasL skrze inhibici
translokace Fas na membranu, ¢imZ snizuje aktivitu tohoto receptoru.'*® Déle dochazi k expresi tzv.
je DcR3 (Decoy receptor 3), ktery kompetuje s Fas o FasL. Protein c-FLIPy. vykazuje strukturni identitu
s prokaspazou 8, avSak neobsahuje aminokyseliny nezbytné pro kaspazovou aktivitu. S prokaspazou 8
kompetuje o Gcast v komplexu DISC."*” TRAF-2 inhibuje signal smrti spojeny s TNF receptorem a

misto toho aktivuje signalizaéni drahu NF—«B, ktera podporuje piezivani bun&k. '3

5.1.2. Mechanismy rezistence PDAC k imunoterapii

Buiiky PDAC vyuzivaji nékolika mechanismi, které jim umoziuji unikat imunitnimu systému a
zprostiedkovavaji jejich rezistenci viaci imunoterapii. Tyto mechanismy zahrnuji snizenou expresi MHC
I a neoantigenti, expresi koinhibi¢nich molekul, produkci imunosupresivnich molekul a unik
efektorovym mechanismiim T a NK buné¢k.

5.1.2.1. Exprese MHC I a neoantigenu

Snizena exprese hlavniho histokompatibilniho komplexu tfidy I (MHC I) na povrchu bunék PDAC mu
pomaha v uniku imunitnimu systému, jelikoz brani prezentaci nadorovych antigenii cytotoxickym T-
lymfocytim (CTLs). Mtze k ni dochazet nékolika zptisoby. Protein OASL zvySuje NBR 1-mediovanou
autofagicko-lysozomalni degradaci MHC I a sniZuje jeho Cetnost na povrchu bunék PDAC.!* Aktivace
glukokortikoidového receptoru (GR) v bunkach PDAC ptisobi jako transkripéni represor MHC 1, coz

vede k jeho snizené expresi. Soucasné GR aktivuje expresi PD-L1, coz dale podporuje imunosupresivni
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mikroprostfedi nadoru.'*® Exprese MHC 1 muiZe byt negativné ovlivnéna také aktivaci receptoru
epidermalniho ristového faktoru (EGFR, z angl. Epidermal growth factor receptor).'*! Pozitivni
regulace exprese MHC I na povrchu rakovinnych bunék je jednim z prozkoumavanych pfistupt
v senzitizaci PDAC vii¢i imunoterapii, jelikoz by mohla zasadné zvysit jeji efektivitu.

PDAC je povazovan za imunologicky ,.studeny nador®, jelikoz mé& velmi nizkou mutaéni zatéz a
v disledku toho omezeny pocet neoantigenti schopnych prezentace prostiednictvim MHC 1. Tento
nedostatek imunogennich antigenti brani efektivni aktivaci CTLs a pfispiva k celkové rezistenci PDAC
vi¢i imunoterapii.'*? Nizkd mutaéni zatéz nadoru silné koreluje s rezistenci proti 16¢b& pomoci anti-PD-

1 mAbs.'*?

5.1.2.2. Exprese koinhibi¢nich molekul

Bunky PDAC na svém povrchu exprimuji fadu koinhibi¢nich molekul, které pfispivaji k imunitnimu
uniku nadoru. Tyto molekuly zvysuji rezistenci PDAC k imunoterapii diky inhibici aktivity T bun¢k a
dalsich imunitnich slozek v TME. Mezi hlavni koinhibi¢ni molekuly exprimované nadorovymi bunkami
PDAC patii PD-L1, galektin-9, B7-H3, CD155 a VISTA.!#

Po vazbé PD-L1 na receptor PD-1 dochazi k inhibici TCR signalizace diky aktivit¢ fosfatazy SHP2, coz
vede k anergii nebo apoptoze T bunék. Anergizované T bunky maji omezenou schopnost proliferace a
protinadorové aktivity. Exprese PD-L1 na povrchu bunék PDAC je zna¢n¢ variabilni a podle riznych
studii se frekvence PD-L1" bunék PDAC pohybuje od jednotek procent az po 90 % v zavislosti na
kohorte, pouzité metodice detekce, typu protilatky a definici PD-L1 pozitivity. Efektivita terapie anti-
PD-1 mAbs mize byt ovlivnéna nejen mirou exprese PD-L1 na nddorovych buiikach, ale také souc¢asnou
expresi dalSich koinhibi¢nich molekul, které¢ umoziuji nadorovym bunkam obejit blokadu PD-1/PD-L1
drahy 64145146

Galektin-9 (Gal-9), lektin vazajici B-galaktosid, je silné¢ exprimovan na povrchu nadorovych bunck
PDAC. ' Jeho interakce s TIM-3 indukuje apoptozu u CD4" T-lymfocytl (Th)a ve vyrazné vy$si mife
také u CD8" CTLs. U bunék, které zaroven exprimuji TIM-3 i PD-1 dochazi ke vzniku komplexu TIM-
3/Gal-9/PD-1, ktery inhibuje TIM-3-mediovanou apoptézu. Tento proces vede k funkénimu vycerpani
T bunek, aniz by dochazelo k jejich smrti. Bylo zjisténo, ze ackoli anti-PD-1 mAbs blokuji vazbu PD-
1/PD-L1, nezabraiiuji tvorbé komplexu TIM-3/Gal-9/PD-1 a nasledné supresi efektorovych funkei T-
lymfocytt, jelikoz Gal-9 a PD-L1 nejsou vzajemné kompetitivni. Tato skutecnost mlze prispivat
k omezené u¢innosti anti-PD-1 mAbs pii 16é¢b& PDAC.!#

B7-H3 je hojné exprimovan nadorovymi i imunitnimi buiikami TME PDAC (napf. monocyty, T
bunkami, makrofagy a dendritickymi buitkami) PDAC. Krom¢ své schopnosti inhibovat infiltraci CTLs
do nadoru a snizovat jejich cytotoxickou aktivitu zde také prispiva k progresi nadoru a vzniku
vzdalenych metastaz. Jeho exprese koreluje snegativni prognézou onemocnéni.’? U  trojité
negativniho karcinomu prsu s nizkou expresi PD-L1 byla zaznamendna zvySend exprese B7-H3, po
jehoz blokaci byla pozorovana zvysena efektivita anti-PD-1 mAb terapie. Tato data naznacuji, ze B7-

H3 muze byt relevantnim faktorem v rezistenci nadort proti imunoterapii.'* B7-H3 rovnéz piispiva k
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rezistenci PDAC vi¢i gemcitabinu diky zvySeni exprese antiapoptotického proteinu Survivinu
v nadorovych buiikach.!s°

TIGIT je koinhibi¢ni receptor exprimovany zejména na povrchu CD8" a CD4" T-lymfocytd a NK bungk,
ale také na nddorovych bunikdich PDAC. CD155, hlavni ligand TIGIT, je exprimovan nadorovymi
buitkami, ale také dendritickymi buiikami a makrofagy. Interakce CD155 a TIGIT vede k inhibici
efektorovych funkci T bunék, zvySené sekreci imunosupresivniho IL-10 a snizené sekreci
imunostimula¢niho IL-12. Exprese CD155 koreluje s expresi PD-L1. Obé molekuly byvaji Casto
koexprimovany v nadorové tkéani, zejména v oblastech se zvySenou frekvenci PD-1" TIGIT" T-
lymfocytl, coz naznacuje, ze osa TIGIT/CD155 hraje roli v rezistenci TME PDAC vt¢i anti-PD-1 mAb
imunoterapii. Soucasna blokace obou drah Caste¢n¢ obnovila efektorové funkce T bunék v prostiedi
PDAC."!

VISTA (T buné¢ny imunoglobulinovy a mucinovy receptor 3, z angl. V-domain Ig suppressor of T cell
activation) je protein z rodiny B7, vykazujici strukturni homologii s PD-L1. V ramci PDAC je silné
exprimovan jak na nadorovych buiikéch, tak na infiltrovanych imunitnich buiikach. VISTA potlacuje
funkeci efektorovych T-lymfocytid prostiednictvim snizeni produkce jejich prozanétlivych cytokini. Jeho
exprese je spojena s nepiiznivou progndézou onemocnéni. U karcinomu prostaty byl identifikovan jako
kompenza¢ni imunitni kontrolni bod, ktery se aktivuje v reakci na imunoterapii ipilimumabem (anti-
CTLA-4 mAb), ¢imz pfispiva k rezistenci proti této 1écbe. V pripadé PDAC vsak zatim nebyla jeho role

jako kompenzacniho mechanismu po blokadé jinych kontrolnich bodii jednozna¢né potvrzena, 52153

5.1.2.3. Produkce imunosupresivnich faktoria
Transformujici ristovy faktor-f (TGF-B, z angl. Transforming growth factor-f) je imunosupresivni
cytokin hojné produkovany naddorovymi buitkami PDAC. Jeho exprese je spojena s horsi prognézou

onemocnéni.'**

TGF-P potlacuje funkci CTL bunék tim, Ze snizuje expresi efektorovych molekul, jako
jsou perforin a interferon-y (IFN-y), a zaroveii inhibuje jejich proliferaci.'*> Dale podporuje diferenciaci
regulacnich T bun€k (Treg) prostiednictvim indukce exprese transkripéniho faktoru Foxp3, ¢imz
aktivné utvafi imunosupresivni mikroprosttedi.'*® TGF-B také naruSuje prezentaci antigenu inhibici
maturace dendritickych bun&k'>’, zabrafiuje maturaci a inhibuje cytotoxicitu NK bunék!*® a podporuje
akumulaci myeloidnich supresorovych bunék (MDSC) prostiednictvim indukce CXCL12 a miRNA.'%
Rovnéz podporuje polarizaci makrofaghh smérem k M2 fenotypu, ktery se vyznacuje protizanétlivou
aktivitou a imunosupresivnim charakterem.'®® Inhibice TGF-B vedla ke zvySeni efektivity anti-PD-
1/PD-L1 mAb imunoterapie!®!'%? a chemoterapie.'®?

PDAC. Krom¢ imunitnich bun¢k, jako jsou Treg nebo M2 makrofagy, mize byt IL-10 produkovan i
samotnymi nadorovymi buiikami. Experimentalni studie prokazala, ze buiiky PDAC produkuji IL-10,
ktery stimuluje imunosupresivni aktivaci myeloidnich bunék, mimo jiné zvySenou expresi receptoru

MARCO, jenz je spojen s inhibici protinadorové imunity. Tento mechanismus byl obzvlast’ vyrazny v

hypoxickych podminkach typickych pro pokrocily PDAC, kde dochéazelo ke zvysené produkei IL-10 a
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vyraznému potlaceni aktivity CTLs. Tyto nalezy ukazuji, ze IL-10 produkovany nadorovymi bunikami
PDAC piispiva k tvorbg ,,studeného* imunofenotypu nadoru a podporuje tnik imunitnimu systému. %
Studie na my$im modelu ovaridlniho karcinomu ukézala, Ze blokdda PD-1 mtize indukovat produkeci IL-
10, ktery zpétné posiluje imunosupresi a omezuje efektivitu imunoterapie. Kombinace anti-PD-1 a anti-
IL-10 mAbs vedla k vyssi infiltraci CTLs do nadoru, niz§i akumulaci MDSC bunék a prodlouzeni
preziti, coz naznacuje terapeuticky potencial dualni blokddy IL-10 a PD-1 v kontextu silné
imunosupresivnich nadort, jako je PDAC. '

Indolamin-2,3-dioxygenaza 1 (IDO1) je enzym katalyzujici pfeménu esencialni aminokyseliny
tryptofanu na kynurenin. Nedostatek tryptofanu omezuje proliferaci a efektorové funkce CTLs, zatimco
vznikajici kynurenin podporuje diferenciaci Tregs a inhibici NK a CD8" T bunék, ¢imz ptispiva
k imunosupresivnimu prosttedi nadoru.'**1¢’ IDOL1 je ve tkani PDAC exprimovana siln&ji nez v okolni
zdravé tkani. Jeji zvySena exprese koreluje s horsi prognézou pacientt.!®® Inhibice IDO1 miZze zvysit
infiltraci CTLs do nadoru a zlepsit ucinnost imunoterapie, zejména v kombinaci s vakcinami
stimulujicimi imunitni odpovéd’. ¢

Nadorové buiiky PDAC casto exprimuji enzym CD73, ktery pfeménuje extracelularni adenosin-
monofosfat (AMP) na adenosin a tim vyznamné pfispiva k jeho akumulaci v TME. Adenosin se vaze
na receptor A2AR v T-lymfocytech a NK buiikach a potlacuje jejich proliferaci a efektorové funkce.
Blokada A2AR nebo CD73 vedla ve studiich k redukci exprese koinhibi¢nich molekul v nadorové tkani

a ke zvySeni G¢innosti imunoterapie zaloZené na inhibitorech imunitnich kontrolnich boda. 717

5.1.2.4. Rezistence k efektorovym mechanismim T a NK bunék

Bunky PDAC casto exprimuji stresem indukované ligandy MICA a MICB, které za normalnich
okolnosti aktivuji receptor NKG2D na NK a CD8* T bunkach, coz vede k cytotoxické odpovédi.
Nédorové buiiky mohou tyto ligandy uvoliiovat do extracelularniho prostfedi ve formé solubilnich
molekul, jejichz vazba na NKG2D mé za nésledek jeho degradaci a endocytdézu, ¢imz dochézi
k potlaceni efektorovych funkci CTLs. Ptitomnost MIC ligandii byla pozorovana u vice nez 75 % vzorka
PDAC, pticemz vyse jejich exprese korelovala s horsi diferenciaci, metastazami do lymfatickych uzlin
a krat$im prezitim pacienti.'”!'”* Pouziti anti-MIC mAbs vedlo ke zvySeni cytotoxické aktivity NK
bunék v PDAC. '

PDAC exprimuje HLA-E, ligand inhibi¢niho receptoru NKG2A na povrchu NK bun¢k a CD8" T-
lymfocytt. Blokada pomoci anti-NKG2A mAb monalizumabu vedla ke zvyseni cytotoxické aktivity
CTLs vici HLA-E' nadorovym bunkam. Kombinovana terapie monalizumabem a inhibitory interakce
PD-1/PD-L1 vedla k silnéjsi protinadorové imunitni odpovédi a lepsi kontrole ristu nadoru ve zvitecich

modelech. '7°
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5.2. Role nenadorovych bunék v nadorovém mikroprostiedi PDAC z
hlediska citlivosti k chemoterapii a imunoterapii

Nenadorové bunky a jimi produkované molekuly jsou dilezitou soucasti TME PDAC. Patii mezi né
prevazn¢ fibroblasty asociované s nadorem (CAFs, z angl. cancer associated fibroblasts), makrofagy

asociované s nadorem (TAMs, z angl. tumor associated macrophages), Treg a MDSC buriky. '

5.2.1. CAFs a jimi zprostifedkovana rezistence k chemoterapii a imunoterapii

CAFs predstavuji hlavni bunécnou slozku stromatu PDAC a vyznamné piispivaji k jeho rigidité,
imunosupresivnim vlastnostem a terapeutické rezistenci. Vznikaji predev§im aktivaci pankreatickych
stelarnich bun¢k (PSCs, z angl. pancreatic stellate cells), pod vlivem cytokind jako jsou TGF-B, IL-6,
destickovy rustovy faktor (PDGF, z angl. Platelet-derived growth factor) a Sonic Hedgehog (Shh).
Aktivované PSCs ztraceji zasoby vitaminu A a zacinaji exprimovat a-hladkosvalovy aktin (a-SMA,
z angl. a-Smooth muscle actin) — jeden z markert CAFs. Nové€jsi vyzkumy vsak ukazuji, ze CAFs maji
rizné bunécné plvody a tvoii heterogenni populaci s rozdilnymi funkcemi. Kromé diferenciace z PSCs
mohou vznikat také z rezidentnich fibroblastl, z adipocytd, pericytd, endotelovych bunék nebo dokonce
z makrofagli odvozenych z kostni diené. CAFs silné€ produkuji slozky ECM (napf. kolagen, hyaluronan),
¢imz formuji desmoplastické stroma, které mechanicky brani vstupu CTLs a léciv do nadoru. Kromé
toho aktivné komunikuji s nddorovymi i imunitnimi bufikami prostiednictvim parakrinni signalizace —
vylucuji faktory jako IL-6, leukemicky inhibi¢ni faktor (LIF), CXCL12, nebo TGF-p, které ptispivaji k
imunosupresi a podporuji nddorovou progresi.'”” Jedna ze subpopulaci CAFs, antigen prezentujici CAFs
(apCAFs), indukuje diferenciaci naivnich CD4" T bunék na imunosupresivni Tregs prostfednictvim
prezentace antigenu skrze MHC 1I, ale bez kostimula¢nich molekul, ¢imz poméhd PDAC v tniku
imunitnimu systému.'”

Pod vlivem TGF- CAFs produkuji CYRG61, ktery snizuje expresi nukleosidovych transportértt hENT1
a hCNT3 zodpovédnych za transport gemcitabinu do nadorovych bunék. ZvysSena hladina stromalniho
CYR61 tak ptispiva k rezistenci PDAC proti gemcitabinu.!” CAFs v PDAC vykazuji zvy$enou expresi
cirkularni RNA circFARPI, ktera podporuje rezistenci na gemcitabin prostfednictvim osy LIF/STATS3.
Neutralizace LIF nebo knockdown circFARPI zvysily citlivost PDAC na 1é¢bu gemcitabinem.'®
Subpopulace CAFs exprimujici serinovou proteazu FAP (protein aktivujici fibroblasty, z angl.
Fibroblast activation protein) produkuje CXCL12, ligand receptoru CXCR4 na povrchu T bunék. Vazba
CXCL12 na CXCR4 zabranuje ptimému kontaktu T bunék s nadorovymi bunkami, a tak brani jejich
protinadorové aktivité. Pfesny mechanismus této bariéry zatim nebyl popsan. Inhibice osy

CXCR4/CXCL12 spole¢né s anti-PD-L1 mAb terapii vedla ke zvysené protinadorové odpovédi.'®!
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Obr. 7: CAFs a jejich interakce s dal§imi slozkami nddorového mikroprostiedi PDAC — pievzato z 177 a pieloZzeno

5.2.2. TAMs v kontextu rezistence PDAC k imunoterapii

Makrofagy jsou jedny z prvnich bunék, které infiltruji prekancerdzni 1éze v pankreatu. Jejich ptitomnost
pretrvava i v pokrocilych stadiich PDAC. V TME PDAC ptevladaji alternativné aktivované, tzv. M2-
polarizované TAMs, které se vyznacuji imunosupresivnim profilem a jejich vysoka denzita v nadoru
koreluje shorS$i prognoézou onemocnéni. Nadorové bunky i stromalni komponenty produkuji
chemoatraktanty (napf. CCL2) a dal$i cytokiny jako jsou faktor stimulujici kolonie granulocytl a
makrofagi (GM-CSF, z angl. Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor), IL-10 a TGF-,
které podporuji akumulaci monocyti a jejich diferenciaci smérem k M2 fenotypu.

TAMs potlacuji funkce cytotoxickych T-lymfocytd prostiednictvim nékolika mechanismt — naptiklad
produkci imunosupresivnich faktord (TGF-B, IL-10, PGE2), depleci L-argininu a L-tryptofanu —
aminokyselin nezbytnych pro proliferaci T bun€k, nebo expresi ligandd imunitnich kontrolnich boda.
Zaroven prispivaji k akumulaci Treg bun¢k v nadoru skrze produkci CCL17, CCL22 a dalSich
chemokind. TAMs tak pfispivaji ke tvorbé TME, které brani aktivaci a infiltraci efektorovych bunék
imunitniho systému a vyrazné snizuje u¢innost imunoterapie v PDAC.'®?

TAMSs prostiednictvim sekrece TGF-B1 indukuji translokaci pyruvat kindzy M2 (PKM2) do jadra
nadorovych bunék PDAC, ktera zde fosforyluje transkripéni faktory genu pro PD-L1, ¢imz zvySuje jeho
expresi a podporuje tak imunosupresi. Knockdown PKM2 vedl ke zvySeni infiltrace a cytotoxickych

funkci NK bun¢k a synergicky zvySoval u€innost anti-PD-1 mAb terapie. Ackoli autofi clanku
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nezmifuji vliv knockdownu PKM2 na T-lymfocyty, mizeme predpokladat, ze downregulace PD-L1 na
povrchu nadorovych bunék také vedla ke zvyseni jejich protinadorové aktivity.'®*

Inhibice kinazy Syk pomoci fostamatinibu (R788) méni fenotyp TAMs v PDAC z imunosupresivniho
na imunostimulacni. Tato zména vedla ke snizeni exprese gent spojenych s imunosupresi a ke zvySeni
infiltrace, proliferace a cytotoxické aktivity CTLs v nddorové tkani. Kombinace Syk inhibitoru s
gemcitabinem vedla v mySich modelech k vyznamnému omezeni riistu nadoru i metastdz, pfi¢emz tento
terapeuticky ucinek byl zavisly na piftomnosti CTLs.!®* TAMs v PDAC exprimuji enzym arginazu 1
(Argl), ktery snizuje dostupnost argininu nezbytného pro aktivaci CD8* T bunék. Genetické vytazeni
Argl v myeloidnich buiikdch i farmakologickéd inhibice Argl pomoci CB-1158 vedly ke zvySeni

infiltrace T-lymfocyt do nddoru a zvySeni Gi¢innosti anti-PD-1 mAb terapie.'®
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5.2.3. Treg mediovana rezistence k imunoterapii

Tregs ptedstavuji klicovou komponentu imunosupresivniho mikroprosttedi PDAC. Jejich akumulace v
nadorové tkani je podporovédna piimym i nepiimym plsobenim nadorovych bunck, které produkuji
cytokiny (napft. IL-10, TGF-f), chemokiny (napt. CCL5, CCL28) a metabolity (napt. kynurenin), ¢imz
podporuji diferenciaci a migraci Treg bun€k. Tregs nasledné potlacuji protinadorovou imunitni odpoveéd’
jak kompetitivnimi mechanismy (napt. kompetice o IL-2, vazba CTLA-4 na CD80/CD86), tak produkci
imunosupresivnich faktorti jako IL-10, TGF-B, IL-35 nebo adenosinu. Vyznamné také ovliviiuji dalsi
slozky naddorového mikroprostredi — podporuji polarizaci makrofagi smérem k M2 fenotypu, pfispivaji
k tolerogennimu charakteru dendritickych bunék a kooperuji s MDSC buiikami, které v ptipadé deplece
Tregs Castecné kompenzuji jejich imunosupresivni funkce. Kromé imunitnich bun€k interaguji Tregs
také s nenddorovymi stromalnimi slozkami, zejména s CAFs, u kterych podporuji myofibroblastickou
diferenciaci a remodelaci ECM prostiednictvim TGF-B. Naopak apCAFs mohou iniciovat diferenciaci
Tregs. Vysledkem je obousmérna kooperace, ktera podporuje imunosupresi i fibrotickou strukturu
nadoru.'®’

Studie na mys$im modelu kolorektalniho karcinomu ukézala, Ze samostatna inhibice Foxp3* Treg buné¢k
nebo CSF1R*" makrofagt nestaci k potlaceni nddorového riistu, jelikoz dochazi ke vzajemné kompenzaci
imunosupresivnich funkci téchto bunéénych populaci. Teprve kombinovana inhibice obou téchto typi
bunek vedla k vyrazné aktivaci CD8" T-lymfocyti a silné protinadorové odpovédi. Podobny
mechanismus miZzeme o¢ekavat také u PDAC.!®® Blokada PD-1 u pacientli s pokro¢ilym karcinomem
zaludku mtize vést k expanzi vysoce supresivnich Treg bunék nadmérné exprimujicich PD-1 v nadorové
tkani a zpisobit tak hyperprogresi onemocnéni. PD-1* Treg buiiky po podéani anti-PD-1 mAb vice
proliferovaly a exprimovaly vys$si hladiny CTLA-4, coz naznacuje, Ze inhibice PD-1 miZe posilit

189

imunosupresi zprostfedkovanou Treg bunkami.'® Interakce Treg bunék v ostatnimi slozkami TME

PDAC je znazornéna v Obr. 9.
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5.2.4.MDSC a jejich role v imunoterapii PDAC

MDSC ptedstavuji heterogenni populaci myeloidnich bunék, které v nadorovém mikroprostfedi PDAC
sehravaji klicovou roli v potlac¢eni protinddorové imunity. Déli se na granulocytdrni a monocytarni
subpopulace, pfi¢emz obé jsou schopny inhibovat funkci CTLs prostfednictvim produkce reaktivnich
forem kysliku, NO, Arg-1 nebo imunosupresivnich cytokint (napt. IL-10, TGF-f) a deplece cysteinu.
V prostfedi PDAC dochazi k ¢asné a masivni akumulaci MDSC, pfi¢emz jejich Cetnost koreluje s horsi
progndzou a pokrocilym stadiem onemocnéni. MDSC podporuji nddorovou progresi nejen inhibici
efektorovych T bungk, ale i zprostfedkovanim expanze Treg bunck a polarizaci makrofaglh smérem k
M2 fenotypu.'”®!”! V TME PDAC dochazi k obousmé&rné interakci mezi MDSC a Treg buiikami —
MDSC podporuji indukci a akumulaci Treg bunék, zatimco Treg bunky zvysuji ptezivani MDSC. Tyto
buiiky spolu navazuji pfimy kontakt a jejich interakce vyznamné ptispiva k udrzeni imunosupresivniho
stavu TME PDAC. Interakce mezi Tregs a MDSC byly potvrzeny jak v my$im modelu, tak v lidskych
nadorech.!?

Infiltrace MDSC do PDAC je zprosttedkovana pies receptor CXCR2 a podili se na imunosupresi a
tvorbé metastaz. Inhibice CXCR2 snizila infiltraci MDSC do nadoru, podpofila aktivaci CD8" T bun¢k
a vyrazné zvysila uc¢innost anti-PD-1 mAb terapie. Tyto vysledky potvrzuji, ze MDSC hraji zasadni roli

v rezistenci PDAC vi¢i imunoterapii.'”

6. Zavér

Navzdory pokroku v porozuméni biologii nadorovych onemocnéni zistava PDAC jednou z nejvétsich
terapeutickych vyzev soucasné onkologie. Jeho pozoruhodna odolnost vii¢i chemoterapii a imunoterapii
neni vysledkem jediného mechanismu, nybrz dasledkem celé fady bunécnych i mimobunéénych
procesti a interakci, jejichz souhra vede k vytvofeni mimofadné imunosupresivniho nadorového
mikroprostfedi a vysoce odolného a adaptibilniho nadoru. Budoucnost 1é¢by karcinomu pankreatu
pravdépodobné spociva v kombinaci riznych terapeutickych pristupti synergicky spolupracujicich na
naru$eni kli¢ovych mechanismi terapeutické rezistence a posileni protinadorové odpovédi imunitniho

systému.
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