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Abstrakt

Malé mnozZstvi enzymu indolamin 2,3-dioxygendazy (IDO 1) je exprimovano ve vétsiné tkanich
sav€iho organismu. ZvySend produkce enzymu je detekovana u mnoha nadorovych
onemocnéni. IDO 1 se ucastni prvniho kroku kynureninové drahy, kde katalyzuje preménu
tryptofanu (Trp) na N-formylkynurenin, ktery je ddle metabolizovdn na kynurenin (Kyn).
V rdmci studia a |éCby IDO 1* nadorl mUZe byt pomér mezi kynureninem a tryptofanem
(kyn/trp) vyuzivan jako prognosticky marker, ktery demonstruje miru aktivity enzymu IDO 1
v nddoru. Cilem nadorové imunoterapie zaloZzené na inhibici IDO 1 je zvratit nebo alespon
zmirnit pronddorovy efekt tohoto enzymu, tedy zamezit inhibici efektorovych NK a T-bunék,
tvorbé regulacnich T-lymfocytl nebo vyuZiti s nddorem asociovanych makrofagl (TAM).
Inhibitory IDO 1 byly zkoumany v ramci monoterapie i v kombinaci s inhibitory cytotoxického
s T-lymfocyty asociovaného antigenu 4 (CTLA-4) ¢i proteinu programované bunécné smrti 1
(PD-1). V posledni dobé se pozornost upira k tvorbé takovych inhibitor(, které by byly schopny
inhibovat nejen aktivitu IDO 1, ale zaroven aktivitu dalSich tryptofan katalyzujicich protein,
indolamin 2,3-dioxygendza 2 (IDO 2) nebo tryptofan 2,3-dioxygenazy (TDO). Nadorova

imunoterapie zaloZzend na inhibici IDO 1 mGze byt kombinovana také s chemoterapii.

Klicova slova: \DO 1, inhibitory, nddorova imunoterapie



Abstract

The indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO 1) enzyme is expressed in small amounts in most of the
mammalian tissues, and its production is detected also in various types of tumours.
IDO 1 catalyses the very first step of the kynurenine pathway, the tryptophan conversion to
N-formylkynurenine,  which is  further = metabolized to kynurenine (Kyn).
The kynurenine/ tryptophan ratio (kyn/trp) may be used as a prognostic marker in research
and treatment of IDO 1* tumours. The kyn/trp demonstrates the activity of IDO 1 in tumours.
The goal of cancer immunotherapy based on IDO 1 inhibition is to reverse or reduce the
protumour effects of IDO 1, such as avoiding NK and T cells inhibition and activation of
regulatory T cells or association with tumour-associated macrophages (TAM). IDO 1 inhibitors
have been examined alone in monotherapy or together with cytotoxic T-lymphocytes antigen
4 (CTLA-4) inhibitors and programmed cell death protein 1 (PD-1) inhibitors in combined
therapy. Recently, several studies are dedicated to invent inhibitors, which are able to inhibit
the activity of other trp-catalysing enzymes, the indoleamine 2,3-dioxygenase 2 (IDO 2) and
tryptophan 2,3-dioxygenase (TDO), together with the IDO 1 activity. Cancer immunotherapy

based on IDO 1 inhibition may be combined also with chemotherapy.

Key words: 1DO 1, inhibitors, cancer immunotherapy
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1 UVOD

Indolamin 2,3- dioxygenaza (IDO 1) je jeden ze tfi enzyml, jeZ katalyzuji preménu tryptofanu
na N-formylkynurenin v rdmci prvniho kroku kynureninové drahy. Za fyziologickych podminek
je IDO 1 v malém mnoistvi pfitomen témér ve vSech tkanich téla, je konstitutivné produkovan
dendritickymi burikami nebo makrofagy a je soucasti pfirozené obranyschopnosti organismu

proti mikroblm &i virGim.

Produkci IDO 1 se vyznacuji i nddory, jez k jeho produkci vyuzivaji bunék organismu nebo svych
vlastnich. IDO 1 produkovany nddorem pUsobi na imunitni systém imunosupresivné. Ve vétsim
mnozstvi snaze inhibuje aktivitu T-bunék a podporuje diferenciaci CD4* bunék do Treg formy.
Pfripadné ovliviiuje polarizaci makrofagl do M2 formy, kterd podporuje napfiklad angiogenezi
v nadoru. Jako ukazatel aktivity IDO 1 a zdroven jako prognosticky marker m{ze byt vyuzivan
pomér mezi mnoZstvim kynureninu a tryptofanu (kyn/trp). Zvysena koncentrace IDO 1
v nddoru obvykle koresponduje s horsi prognézou onemocnéni, vyskytem metastdz a se
zkracenim doby preiiti. Jeho pfitomnost ve zvySeném mnoistvi byla prokdzana napfriklad
v rakoviné endometria, melanomu ¢i rakoviné plic. Vzhledem k neptiznivému vlivu nadory
produkovaného IDO 1 na organismus, je zna¢né usili vénovano studiu zamezeni jeho aktivity

¢i ucinku. V nadorové imunoterapii je k tomuto vyuzivano inhibitord IDO 1.

Hlavnim cilem této prace je blize predstavit rlzné moznosti inhibice enzymu IDO 1, popsat
inhibitory tohoto enzymu a pfibliZit jejich Ucinek pfi imunoterapeutické 1é¢bé nadorovych
onemocnéni. Prace si také dava za cil seznamit ¢tenare s mozZznostmi kombinace imunoterapie

zaloZzené na inhibici IDO 1 s dalSimi terapeutickymi pfistupy.



2 INDOLAMIN 2,3-DIOXYGENAZA 1

IDO 1 je cytosolicky (Kudo and Boyd, 2000), monomerni protein, ktery je sbalen do dvou
domén, mezi néz je navazana molekula hemu (Sugimoto et al., 2006). Enzym se Ucastni
metabolismu tryptofanu v rdmci kynureninové drdhy, kde katalyzuje jeji prvni krok,
a sice preménu tryptofanu na N-formylkynurenin (Takikawa et al., 1986). Svou aktivitou
pomaha nastolit toleranci materského imunitniho systému vici plodu (Munn et al., 1998),
potlacuje aktivitu T-bunék, ¢imZz pfispivd krezistenci vi¢i nadordm a autoimunitnim

¢i alergickym reakcim (Munn et al., 2005; Grohmann et al., 2007).

2.1 Struktura IDO 1

Enzym IDO 1 je kédovan jedinym genem o 10 exonech (Kadoya et al., 1992), ktery je u savcl
lokalizovan na 8. chromozomu (Burkin et al., 1993). IDO 1 nachazejici se u lidi (hIDO) je tvoren
403 aminokyselinami a dosahuje hmotnosti 45 kDa (Dai and Gupta, 1990; Austin et al., 2013).
Mysi enzym (mldo) se velikostné od svého lidského ortologu pfFilis nelisi, je tvoren
407 aminokyselinami, dosahuje velikosti 45,6 kDa. Mezi sekvencemi aminokyselin enzym je
prokdzana ~ 60% homologie (Akemi et al., 1991). IDO 1 je monomerni protein, ktery je sbalen

do dvou rGzné velkych domén (Obrazek 1).

Obrazek 1: Sekundarni struktura IDO 1. Na obrazku jsou zvyraznény domény, velkd doména zelené, mald modre.
Jsou spojeny cervené zvyraznénou smyckou. Mezi doménami je Zluté zvyraznén navazany hem, azurové
zvyraznény je propojovaci helix (prevzato z Sugimoto et al., 2006).

Velkd doména je tvorena 13 a-helixy a dale dvéma 31 helixy, mala doména Sesti a-helixy,
tfemi 310 helixy a dvéma B-listy. Spojeni domén se mimo jiné ucastni hydrofobni interakce,
vodikové mustky mezi zbytky aminokyselin a solné mustky. Spole¢né se domény podili

na tvorbé kapsy, do které se vaze hem. Tato kapsa je rozdélena na proximalni a distalni ¢asti.
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Proximalni ¢ast je tvofena pouze helixy velké domény, na tvorbé distalni ¢asti se podili obé
domény a spojovaci smycka, kterd spojuje malou a velkou doménu enzymu (na obrazku
cervené). Smycka spole¢né s malou doménou IDO 1 nad jednim z koordinacnich mist hemu
kavitu prekryva. Vzhledem ke skute€nosti, Ze se na tuto distalni stranu kapsy vaze O,
se predpoklada, Ze je jeji struktura zodpovédna za dioxygenazovou aktivitu enzymu (viz Funkce

IDO 1; Sugimoto et al., 2006).

2.2 Funkce IDO 1

IDO 1 v organismu zastava ruzné role a funkce, ucastni se jak imunoprotektivnich
tak imunosupresivnich mechanism(l. Tato c¢ast se vénuje predevsim tém mechanismim,

které pfispivaji k adekvatni reakci organismu na vnéjsi stimuly.

IDO 1 patfi do skupiny enzymU oxydoreduktaz, presnéji dioxygendz. Tyto enzymy do substratu
vkladaji oba atomy molekuly O; (shrnuto v Nozaki, 1979), ¢imz zpUsobuji strukturni zmény
daného substratu. Kyslik je IDO 1 inkorporovan do dvojné vazby mezi C; a Cs tryptofanu,
tim je vazba rozrusena a je vytvoren prvni produkt kynureninové drahy, N-formylkynurenin
(Obrazek 2; Batabyal and Yeh, 2007; Takikawa et al., 1988). V ramci kynureninové drahy
(Obrazek 3) dochazi k nékolika dalSim reakcim, které vedou k tvorbé konec¢ného produktu
nikotinamidadenindinukleotidu (NAD*; Grant et al., 1999), jenz je dale wvyuzZivan

v metabolickych procesech organismu.

OOH OOH
NH, NH,
2 TDO, IDO COH
H H
Tryptofan N-formylkynurenin

Obrazek 2: Schéma inkorporace kysliku do indolového kruhu tryptofanu. TDO= Tryptofan 2,3-dioxygenaza;
IDO= Indolamin 2,3-dioxygenaza (prevzato a upraveno podle Batabyal and Yeh, 2007).

Tryptofan je jedna z esencidlnich biogennich aminokyselin, kterou si organismus neumi sam
vytvaret a je tedy nutné, aby byla pfijimana potravou (Ashley and Anderson, 1975). V rdmci
metabolickych drah je tryptofan ménén a jeho metabolity jsou dale vyuzivany
pti syntéze dalSich molekul, mezi néZ patti napfiklad serotonin (Deguchi et al., 1973)
nebo melatonin (Hajak et al., 1991). Nicméné nejvice této aminokyseliny je metabolizovano

pravé vramci kynureninové drahy, v metabolity souhrnné nazyvanymi kynureniny
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(shrnuto v Schwarcz et al., 2013). Mezi fyziologicky vyznamné kynureniny patfi napftiklad
pikolinova kyselina, ktera se podili na kontrole bunécného ristu (Fernandez-Pol et al., 1977).
Dale se ucastni imunitnich odpovédi, vyznacCuje se svou protinddorovou (Ruffmann et al.,
1987) nebo antimikrobidlni aktivitou (Fortnagel and Freese, 1968). Kyseliny
3-hydroxyantranilovd a chinolinova jsou schopny potlacit aktivitu imunitniho systému.
Ptrikladem v in vitro podminkach je indukovana apoptdéza mysich thymocytl a pomocnych
T-lymfocytd 1 (Th1; Fallarino et al., 2002). Vyznamnym metabolitem kynureninové drahy je
také samotny kynurenin, ktery v pfipadé vazby na aryl hydrokarbonovy receptor (AhR)
T-lymfocytl, indukuje jejich diferenciaci ve FoxP3* regulacni T-lymfocyty (Treg; Mezrich et al.,

2010).

Tryptofan
l Indolamin 2,3- dioxygendza 1/ Tryptofan 2,3- dioxygendza/ Indolamin 2,3- dioxygendza 2

N-formylkynurenin

Kynurenin formylaza
Kynurenin

Kynurenova kyselina gminotransferdza Kynurenin

i Kynurenin monooxygendza

3- hydroxykynurenin
l Kynurenin hydroldza

Kyselina 3-hydroxyanthranilova
Aminokarboxymukonat
semialdehyd l 3- Hydroxyanthranildt dioxygendza

Pikolinova kyselina eRarboxyli=a

Kyselina chinolinova
Chinolindt fosforibosyl transferdza

NAD*

Obrazek 3: Schéma kynureninové drahy. NAD*= Nikotinamidadenindinukleotid (pfevzato a upraveno podle Chen
and Guillemin, 2009).

Za optimalnich fyziologickych podminek je malé mnoZstvi IDO 1 konstitutivné exprimovano
dendritickymi burikami (DC; Orabona et al.,, 2006) ¢i makrofagy (Munn et al., 1999)
v mukdznich tkdnich napt. v déloze, sleziné (Yamazaki et al., 1985) nebo stfevé (Ferdinande et
al., 2008). Je souclasti prirozené ochrany téla vicéi virdm (Yoshida et al., 1979)
¢i mikroorganismim. V pfipadé, Ze je organismus vystaven zanétlivym stimulim, mezi néz
mimo jiné patii mikrobialni lipopolysacharidy (Yoshida and Hayaishi, 1978) nebo viry a virové
proteiny (Adams et al., 2004; Bodaghi et al., 1999), je, prfedevsim diky zvySené hladiné
interferonu y (IFN y), zvySena i hladina exprimovaného enzymu IDO 1 (Orabona et al., 2006;

viz Mechanismy a latky ovliviujici produkci IDO 1). Ten mGzZe byt béhem zanétu exprimovan
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nejen béznymi burikami, jez ho produkuji za fyziologickych podminek, ale napriklad také

koZnimi fibroblasty (Varga et al., 1995).

Mezi vyznamné role proteinu IDO 1 patfi schopnost ovliviiovat T-buriky imunitniho systému
organismu, respektive zastavit jejich proliferaci. Lymfocyty jsou na nizkou hladinu tryptofanu
schopny odpovédét zastavenim bunécného rlstu v G1 fazi bunééného cyklu (Munn et al.,
1999). Aby k tomu doslo, je pro enzym c¢asto nutné, aby jeho ucinky byly moderovany. Této
moderace se Uc¢astni napfiklad protein kindza GCN2 (z ang. General control nonderepressible),
kterd reaguje na snizenou hladinu aminokyselin v organismu, vtomto pfipadé tryptofanu.
Fosforyluje savci transkripéni faktor elF2, coz mize vést k dalSim signalnim draham a spusténi
biosyntézy aminokyselin (Wek et al., 1995; Sundrud et al., 2009). Mimo to je spusténa tvorba
molekul a transkripcénich faktorl, které zastavuji rlist CD8" cytotoxickych T-bunék a zpUsobi
jejich znecitlivéni vici cizorodym, potencidlné nebezpecnym stimuldm (Munn et al., 2005),
coz je zplsobeno pravé aktivitou IDO 1 a predevsim Ubytkem tryptofanu. Deplece tryptofanu
také zpUsobuje, Ze se z CD4* bunék preferencné tvoti Treg (Sharma et al., 2007) a Ze je naopak
potlaéena diferenciace prozanétlivych Th17 bunék (Sundrud et al., 2009). Ubytek tryptofanu
tedy vede k upfednostnéni tvorby Treg, které maji schopnost usmérnit zanétlivou reakci
a pripadné zabranit patologickym staviim spojenych s nepfimérenou imunitni reakci
organismu (de Araujo et al., 2017). Suprese proliferace T-lymfocytl je pozorovana napfriklad
béhem téhotenstvi, kdy diky utlumeni CD8* T-lymfocytl dochazi k pfijmuti plodu matkou.
Na podobném principu funguje i pfijmuti transplantdtu od ciziho ddrce (Munn et al.,
1998;Guillonneau et al., 2007; Liu et al., 2009) nebo tak dochazi k zamezeni vzniku alergii

(Grohmann et al., 2007).

Ddle je na Ubytek aminokyselin v organismu citlivd kindzovd draha mTOR (z ang. Mammalian
target of rapamycin), jejiz signalizace je zprostfedkovavana dvéma komplexy, mTORC1
a mTORC2 (Loewith et al., 2002). Za optimdlnich podminek zabezpecuje diferenciaci
pomocnych lymfocytld z CD4* T-bunék. Diferenciace Thl a Th17 bunék je regulovana
komplexem mTORC1, za diferenciaci Th2 bunék odpovidd mTORC2 komplex. Ve chvili,
kdy vorganismu dojde k poklesu mnozZstvi tryptofanu, je aktivita inhibovdana a mTOR
deficientni CD4* lymfocyty se diferencuji ve FoxP3* Treg (Delgoffe et al., 2009, 2011; Metz et
al., 2012; Obrazek 4). Ztrata aktivity mTOR kindzy ovliviiuje také CD8* lymfocyty,
které se nejsou v pripadé poklesu mTORC1 signalt schopny diferenciovat v efektorové bunky.
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V pfipadé inhibice signall mTORC2 CD8* lymfocyty schopnost diferenciace neztraci, ale
preferencné se vyvijeji v pamétové bunky, ¢imZz se zvySuje sila odpovédi po opétovném

vystaveni stimulu (Pollizzi et al., 2015).

IDO exprimujici bunky
- makrofagy, dendritické bunky

T KYN

Efektorové T lymfocyty Regulaéni T lymfocyty
7

\J \

Suprese/anergie/ smrt efektorovych T lymfocytll Hyperaktivace regulacnich T lymfocytd

Obrazek 4: IDO 1 zprostiedkovana metabolicka kontrola odpovédi efektorovych a regulacnich T-lymfocytu.
IDO= Indolamin 2,3- dioxygendaza; Kyn= Kynurenin; Trp= tryptofan; AhR= Aryl hydrokarbonovy receptor;
GCN2= General control nonderepressible 2; mTOR= savci cil rapamycinu (prevzato a upraveno podle Munn and
Mellor, 2013).

Vyznamny je i vliv ligandem aktivovaného transkripéniho faktoru AhR (viz Obrazek 4), jez byl
plvodné popsan jako receptor pro xenotoxiny. Nyni uZ je znamo, Ze je tento receptor
aktivovan nejen zminénymi xenotoxiny, ale také kynureninem, ktery je jeho pfirozenym
endogennim ligandem (Mezrich et al., 2010). Afinita ligandl a délka signalizace rozhoduje
o vlivu AhR na populace T-lymfocytl (shrnuto v Munn and Mellor, 2013). V ptipadé,
Ze se kynurenin vaze na AhR T-lymfocytl, dochdzi k diferenciaci téchto bunék ve FoxP3* Treg.
Takto AhR vyrazné pfispiva k nastoleni tolerance imunitniho systému. Vazbou kynureninu
na receptor je také potlacena reakce imunitniho systému organismu vici rostoucim tumortm
(Mezrich et al., 2010; Opitz et al., 2011). Déle je kynurenin svou vazbou na AhR schopny
nadorovém mikroprostredi jsou vazbou kynurenini na AhR inhibovany T-buriky s vysokou
mirou exprese tohoto receptoru. Je brdnéno jejich proliferaci a zaroven s tim je zvySena jejich
apoptéza (Ninomiya et al., 2016). IFN y produkovany cytotoxickymi lymfocyty infiltrujici
nadory (TIL), zplsobuje nadprodukci kynureninu repopulacnimi burikami nadoru (TRC),
ten se vaze na AhR sousednich CD8* T-bunék a aktivuje ho. Naslednou signalizaci AhR dochazi

ke zvySeni produkce proteinu programované bunécéné smrti 1 (PD-1; Liu et al., 2018).



Faktem zlstava, Ze jsou IDO 1 a jeho schopnost modulovat imunitni odpovédi vyuzivany
i nadorovymi burikami, kterym je tak umoZnéno uniknout imunitnim mechanismim
organismu. IDO 1 sice svym ucinkem v kynureninové draze brani proliferaci T-bunék,
to ale neplati o transformovanych, nadorovych burikach, které enzym konstitutivné produkuji
(viz Exprese IDO 1 v nadorech). Ackoli jsou v in vitro podminkach zbrzdény v ristu, neni

zastavena jejich proliferace (Uyttenhove et al., 2003).

2.2.1 Mechanismy a latky ovliviiujici produkci IDO 1

Tato podkapitola je kratkym seznamenim s latkami a mechanismy, které ovliviiuji produkci

IDO 1.

IFN y je prozanétlivy cytokin produkovany zejména T-lymfocyty a NK burikami,
ddle i makrofagy a DC a je hlavnim induktorem IDO 1 (Carlin et al., 1989; Orabona et al., 2006;
Takikawa et al., 1999). Transkripce genu IDO 1, v jehoZ promotoru se nachazi IFN y aktivovana
mista (GAS) a elementy odpovidajici na stimulaci interferonem (ISRE), je zprostfedkovana
signalizaci JAK/STAT drahy (z ang. Janus kinase/ Signal Transducers and Activators of
Transcription). Aktivita IDO 1 v burikdch ovlivnénych IFN y muiZze byt zesilena faktorem
nadorové nekrézy a (TNF a). Ackoli tento faktor sdm osobé neni schopen promotor genu
IDO 1 aktivovat, zesiluje aktivitu toho promotoru, ktery je vystaven signalizaci IFN y (Du et al.,

2000; Robinson et al., 2005, 2003).

Signalizace IFN y vyuzivd i CTLA-4, tedy cytotoxicky s T-lymfocyty asociovany antigen 4.
MuzZe byt exprimovan CD4* (Kingsley et al., 2002) i CD8* (Pedicord et al., 2011) T-lymfocyty,
konstitutivné je tvoren Treg. Navaze-li se CTLA-4 na B7 ligandy, tzn. CD80 a CD86, je sniZzena
transkripce IL-2, omezena proliferace T-bunék a také je zkrdcena doba kontaktu T-bunék
s antigen prezentujicimi burikami (APC; Krummel and Allison, 1996). Svou vazbou na B7
ligandy dendritickych bunék CTLA-4 indukuje za pomoci signalizace IFN y expresi IDO 1.
CTLA-4 ma zasadni vliv na nastoleni periferni tolerance, coz byva vyuzivano i fradou nadoru

(Grohmann etal., 2002; Leach et al., 1996).

IDO 1 je ovlivnén také signalizaci interferonu « (IFN a), jehoZ aktivitou dochazi ke zvySovani
aktivity enzymu. Ubytek tryptofanu a zvySeni koncentrace kynurenin(, predeviim
pak kynureninové kyseliny, jsou v dlisledku signalizace IFN a spojeny se zvySenym vyskytem

onemocnéni psychického razu (Wichers et al., 2005). Signalizace IFN a je vyvoldvana napftiklad
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ligandy TLR9, CpG sekvencemi viru Ci bakterii. Timto zptisobem je IDO 1 exprimovan CD19* DC

Vv

(Mellor et al., 2005).

Dalsi signaliza¢ni molekulou, ktera reguluje expresi IDO 1, je rastovy faktor nadoru TGF B,
jez je exprimovany makrofagy a DC. TGF B produkovany CD8* DC sleziny v téchto burikach
udrzuje stalou hladinu IDO 1, ¢imZ zabezpeluje jejich nepfetrzitou tolerogenni povahu.
Paklize je tento faktor exogenné dodan CD8 imunogennim DC, TGF B aktivuje transkripci genu
pro IDO 1, ktery katalyzuje metabolismus tryptofanu, ¢imz je zajisténo, Ze se tyto plvodné
imunogenni dendritické buriky preméni na tolerogenni (Belladonna et al., 2008; Perruche et

al., 2008).

Jak uZ bylo zminéno, funkce IDO 1 jsou vyuzivany také nadory. Jednim z pfipad(,
kdy je nddorovymi bunkami enzym konstitutivné exprimovan, je i draha
cyklooxygenaza 2/prostaglandin E2 (COX-2/PGE2). Tato draha je aktivovana ve chvili,
kde je stimulovana MAP kinaza (z ang. Mitogen-activated protein kinase), ktera zpUsobuje
konstitutivni expresi COX-2, nasleduje produkce imunosupresivniho cytokinu PGE2,
ktery aktivuje signalizaci protein kinazy C a fosfatidylinositol-3 kindzy. Diky signalizaci téchto
kindz a ucasti dalSich faktorl, napfr. B-kateninu, dochazi ktranskripci genu pro IDO 1.
Pasobenim PGE2 dochazi také k supresi T-bunék (Miyamoto et al., 1976; Hla and Neilson,
1992; Lee et al., 2009; Hennequart et al., 2017).

2.2.2 Tryptofan 2,3-dioxygendaza a indolamin 2,3-dioxygendza 2

Dalsimi enzymy, které se stejné jako IDO 1 podili na preméné tryptofanu
na N-formylkynurenin, jsou tryptofan 2,3-dioxygenaza (TDO) a indolamin 2,3-dioxygendza 2
(IDO 2). Vsechny zminéné proteiny patti do skupiny dioxygenaz a katalyzuji prvni limitujici krok
kynureninové drahy (Brady et al., 1973; Ball et al., 2007, Batabyal and Yeh, 2007).

Tato podkapitola je prevaziné vénovana komparaci TDO a IDO 2 s IDO 1.

TDO je tetramerni protein (Schutz and Feigelson, 1972), ktery se na rozdil od IDO 1,
jehoz vyskyt byl doposud prokazan jen v tkanich savcl, nachazi také u bakterii (Forouhar et
al., 2007) a hmyzu napt. Drosophila melanogaster (Walker et al., 1986). Tkanova specifita
IDO 1 je velmi rozmanitd a tvori se témér ve vsech tkanich téla, TDO se exprimuje predevsim

v jatrech, coZ je zaroven jedind tkan, kde nebyla prokazana produkce zminéného IDO 1



(Batabyal and Yeh, 2007). Dal$im rozdilem téchto dvou enzymd jsou podminky, béhem kterych
jsou exprimovany. Zatimco IDO 1 je produkovan v odpovéd na signalizaci interferon( a je Uzce
spojen s mechanismy vrozené ¢asti imunity a odpovédmi organismu na patologické podminky
(Orabona et al., 2006), exprese TDO je zavisld predevsim na dostupnosti a pfitomnosti
L- tryptofanu (Schimke et al., 1965). Na rozdil od IDO 1, neni TDO schopen vdazat D- tryptofan
(Forouhar et al., 2007). Mnozstvi enzymu je ovliviiovano glukokortikoidnimi hormony
(Schutz et al., 1975). Mezi dalsi rozdil, ktery zfejmé odrazi i vySe zminénou specifitu enzymq,
patfi vazba molekuly kysliku. Zatimco IDO 1 vaze O nezavisle na pfitomnosti L-tryptofanu,
TDO se bez jeho pfitomnosti ve vazbé s kyslikem neobejde (Ishimura et al., 1970, Taniguchi et
al., 1979). Navzdory tomu, Ze TDO s IDO 1 sdili jen malou sekven¢ni homologii, maji proteiny
urcité strukturni podobnosti, mezi néz patfi napftiklad to, Ze klicové aminokyselinové zbytky
v aktivnim misté proteinu jsou stejné a Ze se do néj tryptofan pravdépodobné vaze podobnym

zplGsobem jako u IDO 1 (Forouhar et al., 2007).

Tretim enzymem ucastnicim se kynureninové drahy, je indolamin 2,3- dioxygendza 2 (IDO 2),
oznaCovany také jako INDOL1 (z ang. Indoleamine 2,3-dioxygenase like- protein; Ball et al.,
2007), pfipadné proto-IDO (Yuasa et al., 2007). IDO 1 a IDO 2 sdili relativné vysokou miru
homologie aminokyselin, jejich geny sidli na stejném chromosomu (Yuasa et al., 2007).
Ackoliv se IDO 2 vyznacuje stejnou enzymovou aktivitou, podobnou strukturou i schopnosti
metabolizovat témér totoZznou Skalu metabolitl jako IDO 1 (Ball et al., 2007), enzymova
kinetika téchto dvou protein(i se lisi. Hodnota Km IDO 2 je mnohem vyssi nez u IDO 1,
a proto pro dosazeni stejné rychlosti enzymové reakce je nutna pritomnost vétsSiho mnozstvi
IDO 2 nez za stejnych podminek IDO 1 (Meininger et al., 2011). Bylo prokazano, zZe tvorba IDO
2 probiha v biciku spermie, ledvinach, déloze atd. Stejné jako IDO 1 i IDO 2 pfispiva k regulaci

imunitnich odpovédi, na signalizaci IFN y vSak tak silné nereaguje (Ball et al., 2007).



3 IDO 1A NADOR

IDO 1 je exprimovan nejen jako odpovéd na virové ¢i mikrobidlni agens, ale jeho zvysena
koncentrace byla prokdzana i u nékterych nadorovych onemocnéni napf. rakoviny prsu, plic
Ci slinivky, ddle také ve spadovych uzlindch nadoru (Yoshida and Hayaishi, 1978; Yoshida et al.,
1979; Munn, 2002). Nékteré nadory vyuZivaji IDO 1 kochrané svého mikroprostredi
a nerusenému rustu (Uyttenhove et al., 2003). Aktivita enzymu IDO 1 je Casto vyuZivana jako
prognosticky marker onkologickych onemocnéni a je vyjadfovana zejména pomérem
kynureninu ku tryptofanu (kyn/trp; Suzuki et al., 2010). V fadé nadorovych onemocnénich

vysoka aktivita IDO 1 koresponduje se Spatnou progndzou vyvoje onemocnéni.

3.1 Exprese IDO 1 v nadorech

Ndadory pro expresi enzymu a vyuziti jeho regulacnich funkci vyuzivaji bud’ svych vlastnich
bunék, které IDO 1 pfimo exprimuji, nebo rekrutuji burnky hostitelského organismu
(Uyttenhove et al., 2003; Munn et al., 2004). Vétsina dohledatelnych literarnich zdroji
nerozliSuje mezi IDO 1 aIDO 2, nebo s IDO 2 viibec nepocitd. V této kapitole je tedy vSeobecné

pouzivana zkratka IDO 1.

Tumory jsou schopny odolat imunitnim reakcim a potlacuji odmitnuti imunitnim systémem.
Cim vy$$i hladina IDO 1 je exprimovana, tim snadnéji nador unikd mechanismdm imunitniho
systému hostitele. To vyplyvd ze samotné podstaty funkce tohoto enzymu, ¢im vice tryptofanu
je degradovano, tim je inhibovdno vice T-lymfocytd, potazmo na nich zavislych imunitnich
reakci. Naopak ty tumory, v nichZ je hladina exprese IDO 1 nizka, jsou snadno imunitnim
systémem rozpozndny a zlikvidovany. Bunky mnoha nadorovych linii, napfr. rakoviny déloZzniho
Cipku, prostaty Ci slinivky, konstitutivné exprimuji mRNA genu /DO 1 a produkuji funkéné
aktivni enzym bez signalizace IFN y (Uyttenhove et al., 2003). Kolektiv Brandacher et al.,
zabyvajici se studiem rakoviny tlustého stfeva a konecniku, toto zdanlivé vyvraci, kdyz tvrdi,
Zze kindukci exprese IDO 1 je nutnd signalizace IFN y. Nicméné rlGznd mira exprese
v jimi zkoumanych nadorovych vzorcich naznacuje, Ze v nadoru existuji urcité podskupiny
bunék, jejichz schopnost exprimovat IDO 1 se od zbytku znac¢né lisi (Brandacher, 2006).

Je tedy mozné, Ze k produkci tohoto enzymu skutecné signalizaci IFN y nevyzaduiji.

Vyznamnymi burikami, které pozitivnim zplsobem ovliviuji progndézu nddorového
onemocnéni, jsou TIL, které pronikaji do ostrivkd nadorovych bunék v mikroprostredi
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tumoru. Jejich pfitomnost je spojena se zvySenou expresi IFN y a IL- 2. Nadory infiltrované
CD3* T-lymfocyty jsou spojeny s vysSim procentem prezivsich jedincll (Clemente et al., 1996;
Zhang et al., 2003). | proti tomuto mechanismu se mohou nadory branit.
Studie Brandacher et al. prokazala, Ze mnozstvi TIL inverznim zplsobem koreluje s mnoZstvim
exprimovaného IDO 1, tedy Ze jsou vysoké hladiny IDO 1 spojené s rapidnim ubytkem TIL
v nadoru. Dle zavéru této studie vysoka exprese IDO 1 nadorovymi burikami a lokalni Ubytek
tryptofanu tedy umoznuje nékterym nadorovym podskupindm uniknout imunitnimu systému
(Brandacher, 2006). Dle studie Spranger et al. jsou néktera nddorova onemocnéni schopna
vyuZzit i TIL ve svlj prospéch. ZvySené mnozstvi infiltrovanych CD8* T-lymfocytl v melanomu
pozitivné koreluje s IFN y indukovanymi hladinami IDO 1 dale PD-L1 a Treg (Spranger et al.,
2013).

Dalsimi vyznamnymi bunkami, jejichZ aktivitu jsou nadory schopny pretvofit a vyuZzit ve svij
prospéch, jsou s tumorem asociované makrofagy (TAM). Makrofagy mohou byt na zakladé
pusobeni rliznych cytokin( polarizovany na protinddorovou M1 formu, kterd je soucasti Thl
imunitni odpovédi, a M2 formu, kterd svym pUsobenim pfispivd k rozvoji nadorovych
onemocnéni (shrnuto v Yang and Zhang, 2017). VétSina makrofagli asociovanych s nadorem
je polarizovana do M2 formy, diferencuji se v pritomnosti Th2 cytokin( IL-4 a IL-13 (Gao et al.,
2015) nebo TGF B (Guo et al., 2016) a je pro né charakteristicka produkce IL-10 (Verreck et
al., 2004). Tato forma TAM stimuluje angiogenezi v nddorovém mikroprostredi (Jetten et al.,
2014), podporuje invazi a vznik metastazi (Chen et al., 2011) a inhibuje protinadorovou
odpovéd T-lymfocytld (Lepique et al., 2009). IDO 1 je schopen tuto polarizaci makrofagu
ovliviiovat, coZ bylo potvrzeno i studii Wang et. al, kde byly vyuzity TPH-1 bunécné linie,
bézné vyuzivané pro diferenciaci makrofagl. Po vystaveni diferenciovanych TPH-1 signalizaci
IFN y se hladina IDO 1 zvysila zejména u M1 polarizovanych makrofagd. Kdyz ale byl IDO 1
do diferenciovanych TPH-1 dodan plazmidem, doslo v téchto burkach k zvyseni M2 markeru
a k poklesu marker(i pro M1. Poté, co byl omezen pfisun enzymu do diferenciovanych THP-1,
doslo ke snizeni markerd pro M2 a zvyseni M1 marker(i, coZz naznacuje, Ze exprese IDO 1
indukuje polarizaci makrofagl preferenéné do M2 podoby (Wang et al., 2014).

Nadory jsou také schopny vyuzit jednu z podskupin hostitelskych APC, plasmacytoidni DC
(pDC), které konstitutivné exprimuji mnoistvi IDO 1 dostatecné kimunosupresi.

Plasmacytoidni DC zahrnuji nejvétsi ¢ast imunosuprimujicich mechanismi ve spadovych
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lymfatickych uzlindch (TDLN) nddoru. Ackoli v TDLN u mysi tvofi pDC jen malou cast
z celkového poctu bunék, ~ 0,5 %, dokazi v in vitro podminkach potlacit odpovédi T-bunék
na antigeny, které tyto specifické DC samy prezentovaly. Zaroven jsou schopny potlacit
odpovédi lymfocytl i na antigeny prezentovanymi jinymi APC, které se béiné nepodili
na imunosupresi. Dale se zd4, Ze v in vivo podminkdch jsou schopny zpUsobit anergii vSech
T-bunék, které se nachazi v IDO 1 zprostfedkovaném imunosupresivnim prostfedi. Nebyla
prokazana soucasna pfitomnost IDO 1* bunék v TDLN a zaroven LN v rdmci jednoho jedince.
Kdyz byly tyto buriky do LN pfeneseny, spustila se po nékolika dnech lokalni antigen specificka
anergie. Vzdalené T-bunky si zachovaly svou reaktivitu (Munn et al., 2004; Zou et al., 2001).
Lze tedy predpokladat, Ze i lokalni anergie je dostate¢nd proto, aby nebyl nddor napaden a
odstranén imunitnimi mechanismy hostitele. Dale byly ve studii Munn et. al objeveny specidlni
pDC vyznacujici se produkci markeru B bunék, CD19. Vin vitro podminkach bylo dokonce
prokazano, ze CD19* pre-B lymfocyty mohou dat vzniknout CD19*pDC. Tyto buriky v TDLN

taktéz konstitutivné exprimuji IDO 1 (Munn et al., 2004).

3.1.1 Role IDO 1 v imunitni editaci

Imunitni editaci tvofi tfi faze: eliminace, rovnovaha a unik. Eliminacni faze sestava z nékolika
krokl, béhem nichZ dochazi k rozpoznani rostouciho nadoru burikami imunitniho systému
a naslednym reakcim. Imunitni systém vyuZivd vramci boje s nadory napfiklad
proapoptotickych ¢i antiproliferativnich mechanism, ¢imz dochazi k destrukci ¢asti tumoru.
Jestlize je imunitni systém dostatecéné silny, eradikuje jiz v této fazi vSechny nadorové bunky.
V opacném pfripadé nasleduje faze dynamické rovnovahy, kde imunitni systém vyviji na zbylé
nadorové bunky vysoky selekéni tlak, kterému buriky bud podlehnou nebo se mu pfizpusobi
a vytvori nové fenotypy, které jim umozni uniknout imunitnimu systému. Tato nova populace
unikaji imunitnimu systému. Jsou schopny omezit protinadorovou imunitni odpovéd pomoci
imunosupresivnich  cytokind, napfiklad TGF B, nebo mechanismy zaloZzenymi
na imunosupresivni aktivité Treg. Je nékolik zpUsob(, kterymi se tumor brani imunitnimu
systému: znecitlivéni vaci IFN y (Kaplan et al., 1998), ztrata schopnosti prezentace antigend,
defekty v PD-1 draze nebo exprese proti-apoptotickych signal(. Az v 90% dochazi ke ztraté

hlavniho histokompatibilniho komplexu 1 (MHC I; shrnuto v Dunn et al., 2004; Obrazek 5).
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Obrazek 5: Schéma imunitni editace. NK= Prirozeny zabije¢; IFN y= Interferon y; IDO= Indolamin 2,3-
dioxygenaza; Kyn:= Kynurenin; Trp= Tryptofan; TAM= Makrofag asociovany s nadorem; MDSC= Myeloidni
supresorova burka; PD-1= Protein programované bunécné smrti 1 ; PD-L1= Ligand 1 programované bunécné
smrti 1; AhR= Aryl hydrokarbonovy receptor; CTLA4= Cytotoxicky s T-lymfocyty asociovany antigen 4 ( prevzato
a upraveno podle Hornyak et al., 2018).

Svou roli vimunitni editaci hraje také IDO 1, jehoz mnozZstvi i funkce se ve fazich rhzni.
Eliminacni faze je z hlediska IDO 1 typicka nejen jeho nizkou expresi, ale také protinddorovou
aktivitou. V této fazi je enzym exprimovany DC, jejichz aktivace je stimulovana IFN v,
ktery je sekretovan NK a efektorovymi T-burikami. V disledku deplece tryptofanu je nador
vyhladovén, ¢imzZz je zamezeno jeho dalSimu rlstu a vyvoji. K vyrazné zméné dochazi
az béhem unikové faze, kdy se hladina exprese IDO 1 rapidné zvySuje (shrnuto v Hornyak et
al., 2018). Enzym je v této fazi produkovany nadorovymi burikami (Uyttenhove et al., 2003)
a tolerogennimi bunkami imunitniho systému, vcéetné TAM (Gao et al., 2015)
nebo myeloidnich supresorovych bunék (MDSC; Li et al., 2018). Aktivitou enzymu dochazi
k expanzi Treg, které se spole¢né s MDSC ucastni tvorby imunosupresivni sité, podili
se na potlaceni protinddorovych reakci, zejména inhibici efektorovych T a NK bunék,
a prispivaji k toleranci nadoru imunitnim systémem (Frumento et al., 2002; Yoshida et al.,
2008; Yu et al., 2013; Li et al., 2018). Nadorové buniky mohou imunitnimu systému odolavat
také diky ztraté tumor supresorového genu Binl (zang. Bridging integrator-1),

ktery je negativnim regulatorem IDO 1. Ve chvili, kdy dojde ke ztraté tohoto genu, je zvySena
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IFN y indukovana exprese IDO 1 a vimunokompetentnim organismu dojde k signifikantnimu

zvétSeni nadoru (Muller et al., 2005).

3.2 IDO 1 jako moZny prognosticky marker

Dlouhodobé zvysena koncentrace poméru kyn/trp, a tedy i aktivita IDO 1, byva v nadorech
obecné spojovdna se Spatnou progndzou a kratsi dobou preziti (Okamoto, 2005; Weinlich et
al., 2007; Rosenberg et al., 2018). Zvysend aktivita enzymu casto koreluje také s vySsim
vyskytem metastaz, s mohutnéjsi progresi nddorového onemocnéni nebo s pokrocilymi stadii
(Brandacher, 2006; Ino et al., 2006; Suzuki et al., 2010). Dale mizZe byt spojena s poklesem TIL
(Brandacher, 2006). U pacienti s nddorovymi onemocnénimi, mezi nimiz byly zkoumany
vzorky melanomu (Weinlich et al., 2007) nebo nadoru plic (Suzuki et al., 2010), bylo
samostatné analyzovano také mnozstvi kynureninu a tryptofanu. V rdmci studii byl prokazan
signifikantni pokles koncentrace tryptofanu, naopak koncentrace kynureninu neprosla
vyraznou zménou (Schroecksnadel et al., 2005; Weinlich et al., 2007; Suzuki et al., 2010).
Souhrnné lze Fici, Ze v ramci studia vlivu enzymu IDO 1 na nddorové mikroprostiedi a progndzu
onemocnéni mulze byt jako relevantni prognosticky marker vyuZit nejen pomér mnozstvi
kynureninu ku tryptofanu, ale také samostatna koncentrace tryptofanu.

Dle studie Ino et al., jeZ je zaméfena na rakovinu endometria, tedy déloZni sliznice, je vysoka
mira exprese enzymu spojena nejen s jiz zminénymi aspekty, ale také s hloubkou invaze
do myometria, tedy do svalové casti délohy (Ino et al., 2006). Vysledky studie skupiny
Schroecksnadel et al. také ukazaly, Ze mira exprese IDO 1 v tumorech ovarii byla signifikantné
nizsi u pacientek, které prochazely relapsem (Schroecksnadel et al., 2005).

Studie z roku 2019 zabyvajici se nadorovym onemocnénim plic poukazala na zvySenou expresi

IDO 1 u byvalych kurakd (Mandarano et al., 2019).
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4 INHIBITORY IDO 1

S pfibyvajicimi dikazy o vlivu IDO 1 na progresi nadorovych onemocnénich a negativni korelaci
mezi jeho expresi a prognézou nadorovych onemocnéni se pozornost studii obraci na jeho
inhibici. Inhibici IDO 1 je omezen rlst tumoru, mnozstvi CD4* i CD8* TIL je zvySeno a naopak
je znacné zredukovano mnozstvi tumor infiltrovanych CD4*FoxP3* regulacnich T-lymfocyt(
(Holmgaard et al., 2013; Chen et al., 2014; Holmgaard et al., 2015). Inhibici IDO 1 je také
potlacena nadorem indukovana apoptéza T-bunék (Zheng et al., 2006). V rdmci potlaceni Ci
zmirnéni Ucinku IDO 1 nesmi byt opomenuta ani moznost vyuziti samotného L- tryptofanu (Liu

etal., 2010; Metz et al., 2012).

4.1 Zpusoby inhibice IDO 1

RNA interference

Jednou z moZnosti inhibice exprese IDO 1 je vyuZiti malé interferujici RNA (siRNA) v ramci
procesu RNA interference. Ve studii Zheng et al. byl do nddorovych bunék B16F10 melanomu
vnesen plazmid s IDO 1-siRNA a nasledné polymerazovou retézovou reakci spojenou s reverzni
transkripci (RT-PCR) a western blot (WB) analyzami bylo detekovano utlumeni genu /DO 1
a signifikantni pokles proteinu IDO 1. Uml¢enim IDO 1 pomoci interference je dosaZzeno
zpomaleni progrese nadoru, je sniZzena mira tumorem zprostfedkované apoptdzy a inhibice
proliferace T-bunék a je dosazeno obnovy jejich mnoZstvi v in vivo podminkach (Zheng et al.,
2006). RNA interferenci mlGze byt narusen také dormantni stav TRC (Liu et al., 2017).
RNA interference mlze byt vyuZita také vimunoterapii zalozené na DC. Vysoce ucinnym
transportnim systémem lipidovych nanocastic YSK12-MEND (YSK12-multifunkéni obalené
nanocdstice; Warashina et al., 2016) je do BMDC (dendritické burnky odvozené od kostni
drené) transportovano malé mnoiZstvi siRNA, které je dostacujici ksupresi IDO 1.
Vysledky studie Endo et. al na mysich modelech ukazuji, Ze BMDC, ve kterych je enzym IDO 1
takto inhibovan, zvysuji protindadorovy uUcinek této na DC zaloZené terapie imunogennich

nadortd (Endo et al., 2019).

Metylace DNA

Na spinoceluldarnim karcinomu hlavy a krku bylo prokazano, Ze exprese IDO 1 muZe byt
regulovana také epigeneticky a sice DNA metylaci. V pfipadé, kdy je metylovdna oblast

priléhajici k promotoru nebo samotny promotor genu, dochazi k poklesu exprese mRNA
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IDO 1. Je-li metylace v jiné oblasti genu, je exprese tohoto enzymu naopak zvySena. Lokalizace

metylace také ovliviiuje infiltraci rznych bunék do nadoru (Sailer et al., 2019).

Ovlivnéni vazby hemu na enzym

Jinym zpusobem inhibice je ovlivnéni vazby hemu na enzym. IDO 1 existuje v aktivni
holo-formé, ve které uz je navazany hem, a inaktivni apo-formé, ktera je prozatim bez hemu.
Formy holo-IDO 1 a apo-IDO 1 jsou v neustalé rovnovaze (Littlejohn et al., 2003).
Existuji minimalné dva zpUsoby, kterymi inhibitory vazbu hemu ovliviuji. Inhibitor GSK5628
soutézi s hemem, kofaktorem apo-IDO 1, o stejnou vazbu do aktivhiho mista enzymu.
Ve chvili, kdy se do tohoto mista inhibitor navaze, z(stdva hem volny, nedojde k tvorbé
aktivniho komplexu a tim je zamezeno expresi proteinu IDO 1 (Ortiz-Meoz et al., 2018). Jinym
zpusobem pracuje Epacadostat, ktery s hemem o vazbu v IDO 1 nesoutézi. Naopak inhibitor

hem v holo-IDO 1 stabilizuje a koordinaci Zeleza IDO 1 ovliviiuje (Lewis-Ballester et al., 2017).

Obnova aktivity mTOR kinazy

Nékteré inhibitory neovliviuji pfimo molekulu IDO 1 ale jeji ucinek, napfiklad obnovuiji aktivitu

mTOR kinazy (viz IDO 1 inhibitory v ramci monoterapie; Metz et al., 2012).

Blokace cyklooxygenazy 2

Dalsim dulezitym mechanismem v supresi IDO 1 aktivity je blokace COX-2, jejiz signalizace
mlze vést ke konstitutivni expresi IDO 1 v nddorech necitlivych vic¢i imunoterapii.
Inhibici COX-2 dochdzi k potlaceni exprese IDO 1, diky éemuz dochazi k signifikantnimu Gbytku
Foxp3* Treg, ke zmirnéni ristu nadoru a potlaceni tvorby metastazi. Zastavenim konstitutivni
exprese IDO 1, kterd brani infiltraci T-bunék do nadoru, se tyto pdvodné vici imunoterapiim
necitlivé nadory stdvaji nadory k imunoterapii citlivé (Lee et al., 2009; Hennequart et al.,

2017). Mezi inhibitory COX-2 patfi naptiklad Celecoxib (Lee et al., 2009).

Vyuziti antisense nukleotidii modifikovanych uzaméenou nukleovou kyselinou

Studii Klar et al. byla navrzena mozZnost vyuziti antisense nukleotidi modifikovanych
uzamcenou nukleovou kyselinou (LNA modifikované ASO), které blokuji aktivitu enzymu
IDO 1 nebo TDO. ASO jsou pripravovany podle lidské mRNA IDO 1 nebo TDO. Jejich pouzitim
vin vitro podminkdch dochdzi ksignifikantnimu udbytku tvorby téchto proteind,
tedy k zamezeni degradace tryptofanu a byla pozorovana zvysena mira proliferace u T-bunék.

V kombinaci s IDO 1 inhibitorem Epacadostatem byl pozorovadn synergni ucinek na redukci
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tvorby kynureninu nadorovymi burikami. Podle této studie je vysokd mira ucinnosti suprese
aktivity IDO 1 zpUsobena tim, Ze LNA modifikované ASO zamezi expresi velkého mnoZstvi

IDO 1 molekul a aktivita zbylych molekul je inhibovana Epacadostatem (Klar et al., 2020).

4.2 Inhibitory v nadorové imunoterapii

Nddorova imunoterapie je unikdtnim ndstrojem pfi lé¢bé nadorovych onemocnéni,
ktery vyuZivd mechanisml imunitniho systému kobnové, nastoleni nebo zesileni
protinddorové imunitni reakce. Slozky imunitniho systému jsou také vyuzivany pfi cileném
smérovani léCiv pfimo do nadoru. V rdmci nadorové imunoterapie existuji dva hlavni pfistupy,
a sice imunoterapie pomoci protildtek a imunoterapie zaloZzend na mechanismech
zprostfedkovanych burfkami imunitniho systému. V rdamci imunoterapie zaloZené
na protildtkdch je wvyuzivdno monoklondlnich protilatek, bispecifickych protilatek
nebo protilatek proti kontrolnim bod( imunitni reakce. Imunoterapie zaloZzend na burikami
zprostfedkovanych mechanismech vyuziva napftiklad onkolytickych vir(, adoptivni T-bunécné
terapie nebo aktivni imunizace nadorovymi antigeny, kam patfii DNA nebo peptidové vakciny

(shrnuto v Horejsi, Bartnkova et al. 2017).

4.2.1 IDO I inhibitory v ramci monoterapie

Indoximod

Jednim z nejdéle studovanych inhibitor( je Indoximod (Obrazek 6; 1-metyl-D-tryptofan; D-
1MT), u kterého byl jiz v roce 2001 prokazan inhibi¢ni ucinek na tryptofanovy transportér
(Kudo and Boyd, 2001). D-1MT je schopen uc¢inné napodobit tryptofan ve vazbé na mTOR
kindzu. Jak je zminéno v 2. kapitole, mTOR kinaza pfijima signdly o mnozstvi tryptofanu
v organismu a na zakladé nich plni svou fyziologickou funkci. Plsobenim IDO 1, ktery tryptofan
metabolizuje na kynureniny, je aktivita mTOR blokovana. D-1MT neni typickym inhibitorem,
nebrani aktivité IDO 1, ale diky své tryptofanu velmi podobné strukture je schopen tryptofan
nahradit, poslat signal blokované kinaze mTOR, kterd se na zakladé téchto signall znovu
aktivuje a je obnovena jeji fyziologicka role (Metz et al., 2012). Osetreni nddorovych bunék
Indoximodem zpUsobuje zmirnéni rdstu nadoru, mirni autofagii zplsobenou deprivaci mTOR
signall a je obnovena proliferace T-bunék (Friberg et al., 2002; Metz et al., 2012).
Na zavér je tfeba zminit, Ze ackoli D-1MT neblokuje aktivitu IDO 1, je schopen inhibovat

aktivitu IDO 2. Prozatim nebyl objeven dlvod, ktery by tento efekt vysvétloval,
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nicméné studie Metz et al. jako potencidlni vysvétleni navrhla pfitomnost dvou
jednonukleotidovych polymorfismu v lidském genu kédujicim IDO 2, které ovliviiuji aktivitu
IDO 2, a predpoklada, ze by mohly ovliviiovat i to, jak IDO 2 reaguje na inhibitory. D-1MT
preferencné cili proti IDO 2 (Metz et al., 2007).
CH~3
N NHz
O

Obrazek 6: Struktura Indoximodu (prevzato z Prendergast et al., 2017).

Uginek D-1MT na funkci mTOR je nezpochybnitelny, nicméné vysledky studie Opitz et. al
prekvapivé ukazaly, Ze v nadorovych bunkach SKOV3 osetfenych timto inhibitorem nedoslo
k nahrazeni enzymatické aktivity IDO 1 jak bylo ocdekdvano, naopak D-1MT indukoval
transkripci mRNA IDO 1 a ndslednou expresi proteinu. V rozporu se znalostmi o inhibitoru
dochazelo kwvyssi produkci kynureninu nadorovymi bunkami a byla stale potlacovana
proliferace T-bunék, které byly inkubovany v jedné kulture s nddorovymi bunkami (Opitz et
al., 2011b). Na zakladé studie Vogel et al., kterd prokazala roli signalizace AhR v expresi IDO 1
(Vogel et al., 2008), byla kolektivem Moyer et al. nastinéna moznost stimulace aktivity IDO 1
Indoximodem. Studie prokdzala, Ze inhibitor D-1MT je agonistou AhR a Ze tedy stimuluje
signalizaci tohoto receptoru tak, aby byla podporena transkripce genu IDO 1 (Moyer et al.,
2017). Dalsi studii bylo podrobnéji popsano, ze D-1MT stimuluje transkripci genu cytochromu

P450 (Cyplal) pro AhR (Lewis et al., 2017).

Vramci studie Soliman et al. byla studovdna zejména bezpecnost Indoximodu ve fazi |
klinickych testd. Vysledky ukazaly, Ze je jako inhibitor bezpecny a na organismus nema toxicky
vliv, také nedochazi k toxickému poskozeni jater. U nékterych pacientd, ktefi jiz v minulosti
prosli imunoterapii zalozené na inhibici kontrolnich bodd imunitni reakce, byl ale indukovan
zanét hypofyzy. Tento inhibitor neovlivnil mnozstvi kynureninu v organismu, cozZ jen potvrzuje,
Zze neinhibuje aktivitu IDO 1. Ukazalo se, Ze oSetfenim Indoximodem dochazi ke zvyseni
autoprotilatek vici nadorovym antigenim a zvyseni C-reaktivniho proteinu (CRP), zanétlivého
markeru. V ramci této klinické studie doslo u 5 ze 48 pacientl ke stabilizaci onemocnéni na

delsi dobu nez 6 mésicu (Soliman et al., 2016).
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Epacadostat
Druhym z nejvice vyuZivanych inhibitorl IDO 1 je Epacadostat (INCB024360), ovliviujici

aktivitu enzymu IDO 1 nikoli jeho expresi. Tento inhibitor vykazuje vysokou specifitu,
neovliviiuje aktivitu ostatnich tryptofan katalyzujicich protein(. OSetfenim nadorovych bunék
Epacadostatem dochazi ke stabilizaci onemocnéni, k prokazatelnému ubytku kynureninu,
ke sniZzeni kyn/trp koncentrace a k obnové proliferace NK a T-bunék. Dale bylo v preklinickych
studiich prokazano, Ze inhibici IDO 1 pomoci Epacadostatu, dochazi k zvySené aktivité TIL
a k zvyseni odpovédi lymfocytl, v obou pripadech je také zvySena specificka sekrece IFN vy.
Je redukovano mnoistvi Treg. Pro vyzkumné studie je také vyhodou,
Ze je schopen inhibovat aktivitu IDO 1 v ramci rlznych bunécnych typQ, véetné Hela, DC nebo
TPH-1 stémér stejnou ucinnosti, coz dokazuje, Ze tento inhibitor pracuje nezavisle na
bunécném typu. Velkym kladem tohoto inhibitoru je, Ze je pacienty dobfe tolerovan (Koblish
et al., 2010; Liu et al., 2010; Beatty et al., 2017).

Epacadostat (Obrazek 7) koordinuje vazbu Zeleza v hemu pres atom kysliku v hydroxiamidové
skupiné v jeho struktufre, ¢imz stabilizuje hem v kapse IDO 1. Koordinacni vazba mezi hemem
proteinu IDO 1 a inhibitorem je stabilizovdna vodikovou vazbou s alaninem (A264) v jedné ze
smycek IDO 1. Stabilita této vazby je podporena také intramolekuldrnimi vodikovymi vazbami
uvnitf inhibitoru. Brom s fluorem se dostdvaji do N‘- terminalni domény proteinu, ¢imz
umoziuji vazbu fluoru se sirou, kterd také prispiva ke stabilizaci vazby proteinu s inhibitorem
(Bauer et al., 2016; Lewis-Ballester et al, 2017, Ortiz-Meoz et al., 2018).
Stejné jako 1MT i Epacadostat funguje jako agonista AhR. Nicméné jeho aktivace
Epacadostatem je relativné slaba a nebyla prokazana ve vsech pfipadech (Moyer et al., 2017).

o)
HENfg,’D OH

HN— N’
N
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Obrazek 7: Struktura Epacadostatu (prevzato z Ortiz-Meoz et al., 2018).
Klinickou studii NCT01195311 byl prokazan pozitivni efekt Epacadostatu ve fazi | v ramci
monoterapie. LéCbé bylo podrobeno 52 pacientd s rliznymi zhoubnymi nadory. U vsech

pacientl doslo po osetfeni Epacadostatem k signifikantnimu poklesu kyn/trp, tedy ke snizeni
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aktivity IDO 1. Zaroven doslo k normalizaci hladiny kynureninu v plazmé. Inhibitor byl pacienty
pomérné dobre tolerovan a nebyl pozorovan toxicky ucinek, ackoli se u pacientl projevily
vedlejsi ucinky vcetné hypokalemie a bolesti bficha. Po 56 dnech |éCby Epacadostatem
pfi ordlnim poddvani > 300 mg dvakrat denné doslo u 15 pacientu ke stabilizaci onemocnéni,
které 7 pacientm vydrzelo > 112 dni. Studie naznacuje, Ze by i v rdmci monoterapie mohl byt
Epacadostat Ucinnym inhibitorem (Beatty et al., 2013). Na zdkladé téchto slibnych vysledka
se preslo k dalsim fazim klinickych studii.

Ve fazi Il klinickych testl byla ve studii NCT01685255 zkoumana ucinnost Epacadostatu
v monoterapii rakoviny vajecnik(l. Tato studie ale nepfinesla zadné vysledky, 10 z celkového
poctu 22 pacientek prerusilo 1é€bu kvili progresi onemocnéni a dalSich 6 Zen kvali vedlejSim
ucinkdm, které neumoznovaly dalsi 1éCbu. Studie byla pozastavena sponzorujici instituci
(Kristeleit et al.,, 2017). Daleko lepSich vysledkli dosahla studie NCT01822691,
taktéz zkoumajici ucinek inhibitoru ve fazi Il klinickych test(, kterd u 15 pacientd studovala
ucinek Epacadostatu na myelodysplasticky syndrom. Epacadostat byl pacienty relativné dobre
tolerovan a neprojevily se Zadné zavainé vedlejsi Ucinky. Oproti stavu prfed lécbou doslo
k signifikantnimu 42 % ubytku kyn/trp, dale k2,2 % uUbytku Treg a 1,9 % MDSC.
U 12 z 15 pacient(, tedy u 80 %, doslo ke stabilizaci onemocnéni. U zbylych 20 % pacientu

doslo naopak k dalsimu rozvoji (Komrokji et al., 2019).

Navoximod

Mimo téchto nejvice a nejdéle zkoumanych inhibitord se objevuji i novéjsi. V posledni dobé
se pozornost studii upird k Navoximodu (NLG-919; GDC-0919), ktery je nekompetitivnim
inhibitorem L-tryptofanu a ktery se pfimo vadie na Fe?* hemu (Kumar et al.,, 2019).
| tento inhibitor sniZzuje mnoZstvi kynureninu a podporuje obnovu proliferace T-bunék (Nayak-
Kapoor et al., 2018). Vyhodou tohoto inhibitoru je, Ze neni témér metabolizovan krysimi ani
lidskymi mikrozomy, po 90 minutach inkubace je v organismu jesté 85 % nemetabolizovaného
inhibitoru. | vramci monoterapie se jevi jako ucinny inhibitor, jeho vlivem dochazi
ke zmensovani nadord a prodlouZeni doby preziti. V kombinaci s chemoterapii zvysuje

jeji ucinnost. Také se zd3, Ze jen velmi slabé nebo viibec neaktivuje AhR (Kumar et al., 2019).

V ramci studie NCT02048709 klinickych testu faze | bylo zjisténo, Ze je pacienty Navoximod

pfi davkovani do 800 mg dvakrat denné také pomérné dobfe tolerovan. Mirné vedlejsi ucinky
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byly pozorovany u > 20 % pacientl. Vaznéjsi vedlejsi ucinky byly pozorovany u 14 z 22,
tedy u 64 % pacient(, ale jen 9 % bylo spojeno s podanim Navoximodu. U jednoho pacienta
doslo k hemoragii v travicim traktu. NejvétSim uspéchem Navoximodu v rdmci této studie byl
signifikantni pokles kynureninu, a to o 25-30 %, a dosaZeni stabilizace onemocnéni

u 8 pacientd. Zaroven ale doslo také k dalsi progresi u 10 pacient(i (Nayak-Kapoor et al., 2018).

PF-06840003

Dalsim inhibitorem je PF-06840003, ktery inhibuje katalytickou aktivitu IDO 1 enzymu.
Je tvofen dvéma enantiomery, aktivnim PF-06840002, ktery inhibuje katalytickou aktivitu
proteinu, a inaktivnim PF-06840001. Aktivni enantiomer je vinhibici dokonce ucinné;si
nez vyuzivany racemat, nicméné kvlli jeho snadnému prechdzeni v inaktivni formu neni
sam o sobé vyuZivan. Inhibitor je selektivni a inhibuje IFN y indukovanou produkci kynureninu
jak v nadorovych Hela tak THP-1 bunkach. PouZitim tohoto inhibitoru je dosaZzeno nejen
inhibice IDO 1 a suprese produkce kynureninu, ale je také obnovena proliferace T-bunék,
je potlacen rlst nadoru. V kombinaci s anti- PD-L1 protildtkami je zvySeno mnoiZstvi IFN y
indukovanych TIL (Gomes et al., 2018). Dle vysledk( studie Crosignani et al. molekula
prokazatelné vykazovala ucinnou penetraci centralniho nervového systému (CNS) krys,
coz vedlo k otdzce, zda by stejné ucinné vstupoval i do CNS ¢lovéka (Crosignani et al., 2017).
Tato otazka byla zodpovézena o rok pozdéji ve studii NCT02764151, kdy se ukazalo, Ze tento
inhibitor stejné snadno penetruje CNS ¢lovéka, coz pfislibuje U¢innou [éébu mozkovych

metastazi a glioblastomu (Gomes et al., 2018).

4.2.2 IDO I inhibitory v kombinované imunoterapii

Vramci nadorové imunoterapie jsou inhibitory IDO 1 kombinovany s inhibitory jinych

kontrolnich bod( imunitni reakce, napr s PD-1 a CTLA-4.

PD-1

PD-1 je transmembranovy receptor (Zak et al., 2015), ktery je exprimovan na aktivovanych
CD8* a CD4* T lymfocytech (D’Souza et al., 2007), B lymfocytech (Agata et al., 1996) i DC (Lim
et al., 2016). Studii Ahmadzadeh et al. byl podan didkaz o tom, Zze PD-1 je exprimovan také
TIL, dokonce se ukazalo, Ze mnozZstvi PD-1 v nadoru je vyssi nez v periferni krvi nebo tkanich.
Exprese PD-1 na TIL souvisi s vyCerpanim téchto bunék a s narusenim jejich efektorové funkce,

coZ znamen3, Zze PD-1 zeslabuje TIL vyvolat Ucinnou protinadorovou imunitni reakci. Tento jev
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také nabizi uspokojivé vysvétleni, pro¢ nador roste i v pfitomnosti reaktivnich TIL ve stroma
nadoru (Ahmadzadeh et al., 2009). Jako inhibitor PD-1 je casto pouzivan Pembrolizumab

(Robert et al., 2015) nebo Nivolumab (Perez et al., 2017).

CTLA-4

CTLA-4 je stejné jako CD28 exprimovan CD4* i CD8* T-burikami a vaze B7 ligandy na APC.
Narozdil od CD28 vazba CTLA-4 na ligand ale brani aktivaci T-bunék (Krummel and Allison,
1995). Navaze-li se CTLA-4 na B7 ligand je sniZzena transkripce IL-2, sniZuje se proliferace
T-lymfocytl a je také zkracena doba jejich kontaktu s APC (Krummel and Allison, 1996).
Blokaci CTLA-4 je zesilena protinadorovd T-bunécnd odpovéd a indukovana regrese
nadorového onemocnéni (Leach et al., 1996; van Elsas et al, 1999). Jednim

z nejvyznamnéjsich inhibitord CTLA-4 je Ipilimumab (Ramagopal et al., 2017).

4.2.2.1 Epacadostat v kombinaci s inhibitory PD-1 a CTLA-4

Kombinace Epacadostatu s Pembrolizumabem

Po slibnych wvysledcich studie ECHO-202/KEYNOTE-037 (NCT02178722), ktera prokazala,
Ze ve fazil a Il klinickych testli je kombinace Epacadostatu s Pembrolizumabem pacienty dobre
tolerovana a také to, Ze Epacadostat zvySuje ucinnost lé¢by Pembrolizumabem (Smith et al.,
2017), se s velkym ocekavanim preslo i k fazi Ill klinickych test(. V rdmci dvojité slepé studie
ECHO-301/KEYNOTE-252 (NCT02752074), ktera studovala vliv této kombinace inhibitord
na nevyoperovatelny ¢i metastazujici melanom, nicméné nebyl prokazan zesilujici efekt
Epacadostatu na Pembrolizumab (Long et al., 2019). Na zakladé i tohoto neuspéchu
Epacadostatu, do kterého byly vkladany zna¢né nadéje, se studium presouva k tvorbé novych

inhibitor( (viz Inhibitory nové generace).

Kombinace Epacadostatu s Nivolumabem

V rdmci probihajici studie NCT02327078 ve fazi Il klinickych testd je studovan ucinek
kombinace Epacadostatu s Nivolumabem na pokrocily melanom. Kombinace je dobre
tolerovdna a ma slibny protinddorovy potencidl. Zadné vedlej$i uginky nejsou prozatim

spojeny se smrti (Daud et al., 2018).

Kombinace Epacadostatu s Ipilimumabem

V ramci klinickych testi faze | studie NCT01604889 byla zkoumana ucinnost kombinace

Epacadostatu s Ipilimumabem u pacientl s pokrocilym vysoce agresivnim koznim nadorem
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melanomem. Mira odpovédi organismu na inhibitory Epacadostat a Ipilimumab byla
hodnocena na zdkladé dvou typu kritérii: I. irRC (z ang. Immune-related response criteria) a ll.

RECIST (z ang. Response evaluation criteria in solid tumours). Do studie bylo zahrnuto celkem

VVVVV

vvvvv

Nicméné dle irRC bylo u 36 % takovychto pacientl (4 z 11) onemocnéni stabilizovano, podle
RECIST doslo ke stabilizaci u 27 % pacientl (3 z 11). Pacienti bez predeslé zkuSenosti
s imunoterapii na IéCbu reagovali Iépe. Podle irRC doslo ke stabilizaci onemocnéni u 64 %
pacienty, tedy u 25 z celkového poctu 39 pacientll. Podle RECIST ke stabilizaci doslo u 49 %
pacientd (19 z 39). Kombinace téchto dvou inhibitor( prokazala slibnou klinickou aktivitu
u pacientd s metastazujicimi melanomy nebo s takovymi nadory, které nelze odoperovat

(Gibney et al., 2019).

4.2.2.2 Indoximod v kombinaci se Sipuleucel-T terapii a inhibitory PD-1 a CTLA-4

Indoximod a Sipuleucel-T terapie

Vramci studie NCT01560923 je zkouman vliv Indoximodu na vyvoj rakoviny prostaty,
kterd nemUzZe byt |éCena odstranénim metastaze, po Sipuleucel-T terapii. Dle dosavadnich
vysledk( studie, je tato kombinace pacienty dobre tolerovana, ackoli se u 2 z celkového poctu
22 pacientl projevily vazné vedlejsi ucinky v podobé nepriichodnosti mocovych cest a bolesti
v boku. Mirné vedlejsi ucinky, v€etné zacpy a nevolnosti, se projevily u 20 pacientl. Podavani
Indoximodu pacientiim po terapii Sipuleucel-T zvySilo dobu preZiti bez progrese nadoru
na 10,3 mésice. V ramci studie byl také zkouman vliv placebo léCiva po Sipuleucel-T terapii.
S jeho podanim byla doba prefiti bez progrese 4,1 mésice. Umrtnost pfi odetieni pacientd
Indoximodem po terapii Sipulceucel-T je 22,73%, pfi uziti placebo léciva dosahuje Umrtnost

25% (Jha et al., 2017).

Indoximod v kombinaci s readioterapii a blokadou PD-1

Studie Watanabe et al. prinesla na prelomu lonského roku zajimavou moznosti lécby
nékterych nadorovych onemocnéni, kdy byla na mysich modelech zkoumdana ucinnost
kombinace hypofrakcionované radioterapie (hRT), Indoximodu a anti-PD-1 protilatky. Trojita

kombinace v porovnani s kombinacemi hRT s anti-PD-1 nebo anti-PD-1 s Indoximodem zajistila
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rychlou a vyraznou regresi velkych agresivnich mysich nadord. Vystavenim nadoru této Iécbé
doslo k ubytku IDO 1 exprimujicich MDSC, coz vedlo ke zvySeni tryptofanu v krevnim séru. Treg
nebyly redukovany. Navzdory pozitivnim vysledkdm v narlistu mnozstvi CD8+ T a NK a k rychlé
redukci nddoru, byl vidy po maximalné 3 tydnech pozorovan relaps viech nador(. Tento efekt
ale k vyléceni doslo pouze u 2 z 8 mysi. Vyzkumny kolektiv se domniva, Ze tento zpUsob IéCby
by mohl byt vyuZit alesponi jako predchozi krok pro redukci nddor( pred chirurgickym

zakrokem (Watanabe et al., 2020).

Kombinace Indoximodu s Pebrolizumabem

V ramci klinické studie NCT02073123 ve fazi Il bylo uZitim dobfe tolerované kombinace
inhibitor( Indoximodu a Pebrolizumabu proti pokrocilému melanomu dosazeno objektivni
|é¢ebné odpovédi u 55,7 %, tedy 39 ze 70 pacient(, u 18,6 % bylo dosaZzeno celkové odpovédi.
Dle vysledka, které ukazuji, Ze u samotného Pebrolizumabu byla objektivni |écebna odpovéd
dosaZena jen u 33 % pacient(, je tedy patrné, Ze Indoximod uGcinné zvySuje ucinnost terapie
zaloZzené na inhibici PD-1. Tato studie také zkoumala uUcinek kombinace Indoximodu
s Nivolumabem a Ipilimumabem, median doby preziti bez progrese za uziti vSech téchto

inhibitor( v kombinaci s Indoximodem byl uréen na 12,4 mésice (Zakharia et al., 2018).

4.3 Inhibitory nové generace

Vyvoji selektivnich inhibitor(i IDO 1 byla vénovana velkd pozornost, nicméné v klinickych
studiich nesplnily ocekavani. Jednim z vysvétleni mize byt, Ze blokaci IDO 1 jsou aktivovany
jiné tryptofan katalyzujici enzym, TDO nebo IDO 2, které obnovuiji aktivity, které byly potladeny
inhibici IDO 1 (Winters et al., 2019). U inhibitort analogickych k tryptofanu by nedostatecnou
ucinnost mohl vysvétlovat fakt, Zze ani samotny L-tryptofan nema kDO 1 velkou afinitu,
a ze tedy strukturné podobny inhibitor také nebude schopen s IDO 1 vytvofit silnou vazbu
(shrnuto v Rohrig et al., 2015). Dale by Gcinnost inhibice mohla byt ovlivnéna tim, zda se Zelezo
v hemu vyskytuje ve formé Fe?* ¢ Fe3*, vybérem kapsy, do které se inhibitor véZe nebo tim,
jestli ovliviiuje vazbu tryptofanu nebo kysliku a pripadné i zplsobem této inhibice (Rohrig et
al., 2019). Proto se pozornost pfi vyvoji inhibitord postupné presouvd k syntéze dualnich
inhibitord nebo takovych, které by byly schopny inhibovat aktivitu vsech tryptofan

katalyzujicich enzymd, tzv. pan inhibitord (Winters et al., 2019; Cui et al., 2020).
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Studii Du et al. bylo prokdzano, ze ke zhoubnosti lidskych gliomU mozku, tedy k migraci
nadorovych bunék a jejich invazi, velkou mérou pfispiva kynurenin vznikajici pisobenim
IDO 1i TDO. Kynurenin aktivuje expresi AhR. Signalizacni draha IDO1/TDO-Kyn-AhR reguluje
expresi akvaporinu 4 (AQP4) v gliomovych bunkach, ktery pfispivd k jejich pohyblivosti.
Vysledky této studie tedy ukazuji, Ze IDO 1 nebo TDO pres IDO 1/TDO-Kyn-AhR-AQP4 drahu
prispivaji k tvorbé metastazi gliom0. Dualni inhibitor RY103 omezuje expresi jak IDO 1 tak TDO
v gliomovych bunkach, ¢imZ je zamezeno vzniku kynureninu, tim padem i expresi AhR
a zaroven je omezena exprese AQP4. Je snizeno mnoiZstvi kyn/trp, kynureninu a je
prodlouzena doba preziti (Du et al., 2020). Studie Cui et al. na prelomu loriského roku
prednesla moznost vyuziti derivatli indol-2-karboxylové kyseliny jako dalSich mozZnych

dudlnich inhibitord IDO 1 a TDO (Cui et al., 2020).

Studii Winters et al. bylo predstaveno celkem 26 potencialnich inhibitorli odvozenych
od diaryl hydroxylaminG. Kromé selektivnich IDO 1 nebo TDO inhibitord kolektiv predstavil
také duadlni inhibitory IDO 1 a TDO, dokonce i IDO 1 a IDO 2. Hlavnim pfinosem jsou
ale dozajista pan inhibitory (Winters et al., 2019). Vice prozkoumanym pan inhibitorem je F04,
jehoz schopnost ovliviovat aktivitu vSech trfech tryptofan katalyzujicich proteind byla
predstavena skupinou Feng et al. Tato skupina také poukdzala na to, Ze FO4 ovliviiuje enzymy
s rlznou intenzitou, IDO 1 inhibuje silné, IDO 2 a TDO se stfedni Gcinnosti. Na mySich modelech
bylo prokazano, Ze inhibitor FO4 ma prokazatelné protinadorovy ucinek. Potladuje tvorbu
plicnich metastdz, ucinné snizuje mnozstvi kynureninu v plazmé i v nddorovém mikroprostiedi
a zvysuje infiltraci T-bunék do nadord a jejich akumulaci. Obnovuje také protinddorovou

imunitni reakci (Feng et al., 2019).

4.4 IDO I peptidova vakcina

V ramci nadorové terapie zalozené na IDO 1 inhibici jsou vyuzivany také IDO 1 peptidové
vakciny. OSetfenim vzorku lidského nadoru v in vitro podminkach takovouto vakcinou dochazi
k tvorbé CD8* IDO 1 specifickych T-bunék, které jsou schopny nicit IDO 1 exprimujici nadory.
Dale dochazi k redukci Treg, ke zvySeni poctu IL-17 produkujicich CD4* T-bunék a ke stabilizaci
koncentrace kyn/trp. Kostimulace T-bunék s peptidem IDO 1 zvySuje reaktivitu T-bunék proti

nadorovym, ale i virovym antigenlim (Sgrensen et al., 2011).
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U 15 pacientli s nemalobunécnym karcinomem plic ve stadiu Ill a IV byl zkouman vliv IDO 1
peptidové vakciny jako podplrné lé¢by po chemoterapii. Vysledky této studie prokazaly,
Ze tento typ vakcinace signifikantné sniZzuje mnozstvi Treg a Ze nema na nemocné toxicky vliv.
U 8 pacientl byla pozorovana dlouhodoba stabilizace onemocnéni na > 8,5 meésice,
u 7 pacientll byla pozorovdna dlouhodobd stabilizace onemocnéni zaroven s ¢astecnou
imunitni odpovédi na lécbu (Iversen et al., 2014). Vliv vakciny na pacienty byl dale sledovéan
a skupina Kjeldsen et al. pfinesla po nékolika letech rozsitujici informace. Dle vysledki
i po 5 letech léCby byla vakcina stale prezZivsimi pacienty dobfe tolerovdna. Vztazeno ke kvétnu
2018 prezili 3 z plivodnich 15 pacientll, nicméné 1 z téchto pacient(l byl po 11 mésicich |é¢by
vakcinou z dlivodu progrese onemocnéni ze studie vyskrtnut. Dvéma zbyvajicim pacientiim

bylo za celou dobu studie podano 56 davek vakciny (Kjeldsen et al., 2018).

4.5 Kombinace inhibice IDO 1 s chemoterapii

Inhibitory IDO 1 mohou byt kombinovany také s chemoterapeutiky. Jednim ptikladem
za vSechny je kombinace Indoximodu s Doxorubicinem (Dox). Skupinou Wan et al. byla
predstavena mozZnost vyuZiti komplexu POEG-b-PVBIND/Dox micel (zang. Poly (oligo
(ethylene glycol) methacrylate)-b-PVB-Indoximod/Doxorubicin; Obrazek 8).
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Obrazek 8: Enkapsulace a uvoliiovani Indoximodu a Doxorubicinu z POEG-b-PVBIND/Doxorubicinovych micel.
(i) Struktura POEG-b-PVBIND, Indoximod oranzové; (ii) Tvorba Indoximodovych micel s naloZzenym
Doxorubicinem; (iii) Rozvolnéni POEG-b-PVBIND/Doxorubicinovych micel v nadorovém mikroprostredi.
Dox= Doxorubicin; POEG-b-PVBIND= Poly (oligo (ethylene glycol) methacrylate)-b-PVB-Indoximod (pfevzato z
Wan et al., 2019).

Indoximod je vtomto komplexu vézan kovalentnimi vazbami k nosi¢i POEG-b-PVB,
Dox je hydrofobnimi interakcemi vazan v hydrofobnim stfedu micely. Protoze jsou hydrofobni
interakce relativné slabé, je Dox ztohoto komplexu snadno a rychle uvolfiovan.
Uvolnuje se dfive nez Indoximod a zprostifedkovdva prvni krok protinadorové imunitni

odpovédi tim, Ze zesiluje prezentaci nadorovych antigen(i. To vede k jejich snadnéjsimu
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rozeznavani a k zvySeni eliminace nadorovych bunék imunitnim systémem. Naopak Indoximod
je vazan k nosici relativné pevné a jeho uvolfiovani je pozvolné. Omezenim supresivniho
charakteru nadorového mikroprostredi ptispiva Indoximod k udrzeni nebo zesileni imunitnich

reakci, které byly nastartovany Dox (Wan et al., 2019).
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5 ZAVER

Nadorova onemocnéni jsou jednim z velmi rozsifenych civilizanich onemocnéni, jeZ souZi
lidskou populaci. K jejich rozvoji pFispiva také enzym IDO 1, ktery omezuje proliferaci a aktivitu
efektorovych NK a T-bunék, zvySuje mnoistvi Treg, které potlacuji imunitni reakce,
nebo kontroluje polarizaci makrofagl do pronddorové M2 formy. Témito mechanismy enzym
IDO 1 prispiva k nastoleni tolerance imunitniho systému vici nadoru, ktery je tak schopen
uniknout slozkdm imunitniho dohledu. Proto, aby bylo takovéto moZnosti uniku zamezeno,

je v ramci mnoha studii vénovana pozornost inhibici enzymu IDO 1.

Jak je nastinéno touto bakalarskou praci, existuje nékolik zplsob0, kterymi lze zamezit Gcinku
tohoto enzymu. Vedle klasickych pfistupl k inhibici IDO 1, mezi které patfi metylace DNA
nebo wvyuZiti procesu RNA interference, byla predstavena také mozZnost vyuziti
LNA modifikovanych ASOs. Tyto v in vitro studiich prokdzaly zdatnou schopnost snizit mnozstvi
IDO 1 a predstavuji tak jeden ze sméru, kterym by se preklinické i klinické studie mohly dale

ubirat.

Meritem této bakalarské prace bylo vyuZiti inhibitord IDO 1 v nadorové imunoterapii,
at uz jako jedinych Gcéinnych latek v ramci monoterapie, v kombinaci s inhibitory dalSich
kontrolnich bod( imunitni reakce nebo v kombinaci s chemoterapeutiky. V preklinickych
i klinickych testech je zkoumana ucinnost jak selektivnich inhibitord IDO 1, které striktné
ovliviuji aktivitu pouze tohoto tryptofan katalyzujiciho proteinu, tak dudlnich ¢i pan
inhibitorl, které ovliviuji aktivitu zaroven dvou ¢i Iépe vSech trfech tryptofan katalyzujicich
proteini. Tvorbé pan inhibitorl je vénovana pozornost zejména proto, aby se zamezilo
aktivaci dalSiho tryptofan katalyzujiciho proteinu po inhibici pfedeslého, ¢imz by v nékterych
nadorech mohlo dojit k obnoveni aktivity, jez byla podanim selektivniho inhibitoru
zablokovana.

Dosavadni vysledky studii selektivnich IDO 1 inhibitord at uz v monoterapii ¢i v kombinaci
s inhibitory PD-1 nebo CTLA-4 nejsou tak prevratné, jak by bylo Zadouci. Za zvdZeni dozajista
stoji mozZnost terapie, do které by byly zapojeny inhibitory obou zminénych kontrolnich bodu
imunitni reakce najednou, nebo kombinace inhibitord PD-1 a CTLA-4 s pan inhibitory IDO 1.

Dalsi studie a testy si zaslouzi také kombinace nadorové imunoterapie s chemoterapii.
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