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Abstrakt

Nedavné védecké poznatky pfinesly nové moznosti pro efektivni Ié€bu nadorovych
onemocnéni s vyuzitim obranych schopnosti imunitniho systému. Je ziejmé, Ze
znacny podil na uspéchu ¢i neuspéchu protinadorové terapie ma pravé imunitni
systém pacienta. Ukazuje se, Ze je mozZné imunitni systém aktivovat pomoci
radioterapie &i chemoterapie a Ze apoptoticka bunéfna smrt nemusi byt vzdy
imunologicky tichy proces. Antracykliny, znadmé v protinadorové |éEbé jiz od
Sedesatych let minulého stoleti, jsou pfikladem chemoterapeutik, ktera dokazi (mimo
pfimy cytotoxicky uc€inek) vyvolat imunitni reakci proti nadoru, a tim zapojit do terapie
i imunitni systém pacienta. Postupné jsou odhalovany mechanizmy, které stoji za
imunogenicitou apoptotické bunééné smrti zptisobenou antracyklinovymi antibiotiky
jako je napfiklad doxorubicin. Antracykliny vSak nepUsobi jen cytotoxicky na
nadorové burky, ale vzhledem k systémovému pusobeni poskozuji svou
cytotoxickou aktivitou cely organizmus pacienta. Aby se témto vedlej§im acink(iim
pfedeSlo, pouziva se poly[N-(2-hydroxypropyl)metakrylamid)] jako nosi¢ pro
nizkomolekularni 1éCiva jakym je napf. doxorubicin. Prace popisuje soucasné
poznatky o imunomodulaénim pUsobeni antracyklinovych antibiotik (pfedevs§im
doxorubicinu) a srovnava je s imunomodulaénim pusobenim polymernich konjugat(

s navazanym doxorubicinem.

Klic¢ova slova: HPMA konjugaty, imunogenni apoptéza, doxorubicin, calreticulin,
HMGB1, Heat shock proteiny



Abstract

Recent scientific findings provide a new opportunity for anticancer treatment with the
exploitation of patient’s defense immune system. It's obvious that the patient immune
system also contributes to the therapeutic outcome with a great share. Current data
show that specific anticancer immune response could be elicited by radiotherapy or
chemotherapy and that apoptotic cell death isn't always immunologically silent.
Anthracyclines, which have been used to treat different types of cancer since the
1960's, are an example of anticancer treatment that can boost the patient’'s immune
response against tumor (besides a direct cytotoxic effect to the tumor). Mechanisms
underlying not only the immunogenicity of anthracycline-treated cells have
progressively been revealed. But anthracyclines also exhibit dangerous side-effects
to patient's body. To overcome this negative impact poly[N-(2-hydroxypropyl)
methacrylamid)] HPMA is used as a carrier for the drug. The work describes recent
knowledge about the immunomodulatory effects of anthracycline antibiotics
(particularly doxorubicin) and compares them with immunomodulatory effects of

polymeric conjugates containing doxorubicin.

Key words
HPMA conjugates, immunogennic apoptosis, doxorubicin, calreticulin, HMGB1, Heat
shock proteins



Seznam zkratek

CD31 viz PECAM-1

CD47 Protein asociovany s integriny

CRT Calreticulin

CTL Cytotoxicky T lymfocyt

DC Dendriticka burika

DOX Doxorubicin

elF2a Eukaryoticky inicia¢ni faktor 2a

EPR Enhanced permeability and retention effect, efekt zvySené propustnosti a zadrzeni
ER Endoplasmaticke retikulum

ERp57 Protein 57 endoplasmatického retikula
HMGB1 High mobility group box1 protein
HPMA N-(2-hydroxypropyl) metakrylamid

HPMA-Dox*™ HPMA konjugat s doxorubicinem navazanym amidovou vazbou

HPMA-Dox""™ HPMA konjugat s doxorubicinem navazanym hydrazonovou vazbou

Hsp Heat Shock Protein, proteiny tepelného Soku

Hulg lidsky imunoglobulin

IL Interleukin

INFy Interferon y

kDa kilodalton

LAK Lymphokine-activated killer, lymfokiny aktivovany zabije¢

LRP LDL-receptor-related protein

MHC Major histocompatibility komplex, hlavni histokompatibilitni komplex
NK Natural killer, pfirozeny zabije¢

PECAM-1 Platelet-endothelial cell adhesion molecule-1

PP1/ GADD34 Protein phosphatase1/ growth arrest and DNA damage inducible protein 34

PS Fosfatidylserin

RAGE Receptor pro kone¢né produkty pokrocilé glykosilace
siRNA Small interfering RNA, malé interferujici RNA

SIRPa Signéalu podobny protein a

TLR Toll-like receptor

TNF Tumor necrosis factor, nador nekrotizujici faktor



1. Uvod

LeCba zhoubnych nadorovych onemocnéni je zaleZitosti sloZitou, obvykle
dlouhodobou a naro€nou pro pacienta a jeho zdravotni stav. Pro IéCbu nadorovych
onemocnéni existuje vétsi pocet riznych léCebnych metod, nejCastéji vyuzZivané
metody jsou tfi: chirurgicka I|éCba, radioterapie (eliminace nadoru pomoci
radioaktivniho zareni) a lécba cytostatiky neboli chemoterapie. Ve vétsiné pfipadu
nestaci k efektivnimu lé€eni nebo vylé€eni pouze jedina z uvedenych metod. Je
mozno fici, Zze umrtnost na nadorova onemocnéni se postupné snizuje, a to diky
jednak UspésnéjSi lécbé téchto nadorl, jednak dokonalej§im diagnostickym
metodam, které umozni stanovit diagnézu v ¢asném stadiu. Cim dfive je rakovinové
bujeni odhaleno a zapo€ata |éCba, tim je pravdépodobnost Uspéchu vétsi,
organismus nemocného |épe odpovida na protinadorovou |é€bu, protoZze neni tolik
oslaben. Problémem stale zustava jak se vyporadat i s poslednimi zbytkovymi
nadorovymi bunkami, kmenovymi nadorovymi burfikami a bufkami, které
neodpovidaji na lecbu.

Mezi hlavni cile protinadorové terapie tedy patfi zastaveni rastu nadoru, co mozna
nejdukladnéj$i zni¢eni a odstranéni nadorovych bunék, véetné kmenovych
nadorovych bunék, &imZz se zamezi mozZnému relapsu onemocnéni. To vse
s ohledem na celkovy zdravotni stav pacienta. V budoucnu se bude odvijet nadorova
terapie nejen podle typu nadoru, ale bude volena také na zakladé konkrétniho
pacienta a jeho fyziologickych mozZnosti.

Klasicka chemoterapie s volnym lé¢ivem

Pro uspé&Snou [éEbu nadorovych onemocnéni zustava klicovym problémem selektivni
chemoterapie. V dnedni dobé se pievazné vyuzivaji neselektivni IéCiva, ktera jsou
charakteristicka pfimym toxickym uginkem na nador a vysokou systémovou toxicitou
vedouci k vaznym vedlejSim u€inkim jako je poSkozeni bunék hematopoetické rady,
gastrointestinalniho traktu, srdce a gonad, atd.



Imunoterapie

Imunoterapie postupné ziskava uznani jako plnohodnotny pfistup pro Ié¢bu nadora.
V soucasné dobé jsou vyvijeny moderni terapeutické systémy, které specificky nici
nadorové buriky s pomoci imunitniho systému pacienta. Cilem uginné protinadorove
chemoterapie by nemélo byt jen zni€¢eni nadorovych bunék, ale také aktivace Ci
povzbuzeni imunitniho systému, coZ vyznamné pfispiva k uspésné 1é&bé. Uspésnost
chemoterapie velmi zavisi pravé na indukci imunogenni buné&né smrti, protoze tento
zpUsob zaniku buniky stimuluje aktivaci protinadorovych reakci zprostfedkovanych
adaptivnim imunitnim systémem pacienta. Chemické latky, které vykazuji pfimy
cytotoxicky efekt a sou€asné vyvolavaji specifickou protinadorovou odpovéd, se
nazyvaji imunomodulaéni |€Civa.

Nedavné studie na mySich modelech ukazaly, Ze poté co je u nadorovych bunék
indukovana apoptéza napf. antracykliny (Casares a spol., 2005 ; Obeid a spol.,
2007b), ale také oxaliplatinou (Apetoh a spol., 2007), y zafenim nebo ultrafialovym
zafenim (Obeid a spol., 2007a) zméni se tyto umirajici nadorové buriky tak, Ze se
stavaji imunogenni a aktivuji specifickou imunitni odpovéd hostitele. Vyznamnym
pfinosem takovéto terapie mize byt odstranéni jak rezistentnich (rezistentnich
k chemoterapii) nadorovych bunék, tak i nadorovych kmenovych bunék, popfipadé i
navozeni dlouhodobé protinadorové rezistence jak bylo pozorovano u mysSich
modelu vyléZenych doxorubicinem navazanym na polymerni nosi¢ (Rihova, 2005).
Imunogenni smrt nadorovych bunék a porozuméni procestim, které ji ovliviiuji, mize
byt dulezitym pfinosem pfi vyvoji novych léebnych postupli, které vyuzivaji

pfirozené obranné schopnosti pacienta.



2. Imunitni systém a nadorova onemocnéni

Imunitni dozor a imunoediting

V padesatych letech minulého stoleti prednesl Macfarlane Burnet koncept
nadorového imunitniho dozoru: imunitni systém muizZe rozeznat a zniCit vznikajici
transformované buriky. Postupem €asu se ukazalo, Zze se jedna o velmi heterogenni
proces a jeho uplatnéni mize byt rGzné podle puvodu nadoru, mechanismu
transformace a zpusobu rozpoznani. Centralni roli v imunitnim dozoru hraji B a T
lymfocyty, NK bunky (natural killer NK), NK T lymfocyty, interferony typu | a Il a
perforiny.

Soucasny koncept interakce mezi hostitelem a nadorovymi bunkami - imunoediting je
rozdélen na tfi faze: eliminace, rovnovaha a unik (Obr. 1) coz v principu znamena, ze
imunitni systém proti nadoru bojuje, ale na druhou stranu reakci na jeho aktivaci je
selekce nadorovych bunék, které jsou méné imunogenni a mohou tedy uniknout

imunitnimu systému.
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Obr 1. Tfi faze imunoeditingu: eliminace (Elimination), rovnovaha (Equilibrium) a unik
(Escape)

(Te. efektové T bunky, iDC: nezralé dendritické buriky, M®: makrofagy, TAs:
nadorové antigeny, SLN: sentinelova lymfaticka uzlina, TDSF: rozpustné faktory
pochazejici z nadoru, BM: kostni dferi) podle (Ryungsa a spol., 2007)
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Eliminace

Vznikajici transformované buriky mohou byt odstranény procesy pfirozené i adaptivni
imunitni odpovédi. Jakmile nador doroste urcité velikosti, potfebuje lepSi cévni
zasobeni, zaroven utlaCuje a poskozuje okolni tkan. To vyvolava produkci
prozanétlivych signall, nasledné aktivaci a pfilakani bunék, které jsou soucasti
pfirozené obrany: NK bunky, NK T lymfocyty, makrofagy a dendritické buriky. NK
buriky a NK T lymfocyty produkuji INFy, ten sniZuje proliferaci nadorovych bunék a
tvorbu novych zasobujicich cév (neoangiogenezu), a indukuji apoptézu. Umirajici
nadorové bunky jsou pohlcovany nezralymi dendritickymi bufkami, které pak
v prozanétlivém prostfedi dozravaji a putuji do sekundarnich lymfatickych organu
(uzliny). Zde vystavuji pohicené nadorové antigeny na pozadi MHC glykoproteint I. a
II. tFidy a aktivuji tak naivni CD4+ a CD8+ T bunky, které dozravaji v nadorové
specifické T bunky, pomnozi se a pfesouvaji se do mista nadoru (Obr. 2). V této fazi

je imunitni systém hostitele schopen zcela odhojit nador a opravit poskozenou tkan.

Obr 2. Proces eliminace nadorovych bunék, podle (Gavin a spol., 2002).
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Rovnovaha

Postupem ¢&asu se rychle mutujici nadorové burnky pod tlakem imunitniho systému
stavaji odoInéjsi vuci efektorovym burikam a snizuji svoji imunogenicitu. Tyto burky
dokazi prezit i vimunokompetentnim hostiteli, kdy mezi hostitelem a nadorem
nastava dynamicka rovnovaha. Imunitni systém jesté zvldda odstrariovat nadorove
buriky, ale zarovenn tim napomaha selekci nadorovych mutant, které jsou
rezistentnéjsi k imunitnimu utoku. Tato rovnovaha muaze pretrvavat relativné dlouho,
pfipadné jesté mize dojit eliminaci nadoru.

Unik

Bé&hem procesu uniku se vytvofi nadorové bunky, které nejsou rozpoznany imunitnim
systémem a zaénou nekontrolovatelné expandovat i do okolnich tkani. Rozviji se

maligni nadorové onemocnéni, které €asto vede ke smrti hostitele (shrnuto v (Gavin

a spol., 2002; Ryungsa a spol., 2007)).

Imunitni systém nékdy v boji proti nadoru selhava a to z nékolika dtivod. Nadorové
buiky pochazi z bunék pacienta, takZze jsou v mnoha ohledech podobné normalnim
burikam, télu vlastnim. Rychly rust nadoru mize pfekonat schopnost imunitniho
systému nicit nadorové buriky. Mnoho nadoru se dokaze specifickymi mechanismy
vyhnout imunitni odpovédi & dokonce pfimo posSkozovat efektorové burky. Dale je
take Casto organismus a imunitni systém vy€erpan dlouhotrvajicim bojem proti
nadorovemu bujeni. V této fazi musi nastoupit Ié¢ba z vnéjSku, tedy chirurgicka

operace, radioterapie ¢i chemoterapie.
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3. Antracykliny a imunogenni bunééna smrt

Antracykliny

Antracyklinova antibiotika ziskavala dulezitou pozici pfi I6€bé rakoviny od roku 1963,
kdy byl izolovan prvni €len antracyklinové rodiny-daunorubicin, pozdé&ji se jiny
zastupce antracyklinovych antibiotik, doxorubicin (DOX, starSi pojmenovani
adriamycin), stal jednim z nejpouzivanéjsich antracyklini pro svou vysokou u€innost
proti solidnim nadoriim a nizsi systémovou toxicitu (oproti daunorubicinu). Na druhou
stranu dlouhodobé vystaveni antracyklinim zpusobuje/pfispiva ke kardiomyopatii,
selhani srdce a myelodysplazii (Shapiro a Recht., 2001).

Uz prvni pokusy in vivo (1973), které porovnavaly pusobeni antracyklinl u
imunokompetentnich a imunodeficientnich mysi, ukazaly, Ze by se na protinadorové
aktivitt mohl podilet také imunitni systém pacienta (Schwartz a Grindey, 1973).
Skupina D. L. Maccubina jako prvni prokazala, ze doxorubicin je také
imunomodulatorem, ktery stimuluje cytotoxické T lymfocyty, zvySuje protinadorovou
aktivitu makrofagl, av$ak tlumi funkce NK lymfocytd (Maccubbin a spol., 1990).
Podle skupiny Ujhazy zvySuje DOX produkci prozanétlivych cytokini (TNF, IL1,
INFy), coz se odrazi v narlistu po¢tu NK bunék a makrofagli (Ujhazy a spol., 2003).
Aby byl podpoien uginek doxorubicinu jako stimulantu imunitniho systému, byl DOX
kombinovan v terapii s napf. rekombinantnim interleukinem-2 (Lumsden, 1992), TNF-
a (Ehrke a spol., 2000) nebo interleukinem-12 (Zagozdzon a spol., 1998).
Doxorubicin interkaluje do dvouSroubovice DNA, tim inhibuje replikaci a transkripci.
Dale inhibuje topoizomerazu | a |l a zpasobuje dvouviaknové DNA zlomy. Poskozeni
DNA aktivuje jaderny protein p53, jeho pusobenim je blokovan bunéény cyklus a
spousténa apoptédza, shrnuto v (Gewirtz, 1999).

Bunky vystavené pusobeni antracyklinG podliéhaji bunétné smrti — apoptdze.
Apoptéza byla v minulosti povazovana za imunologicky “tichou” ba dokonce
tolerogenni formu buné&éné smrti. Neni se ¢emu divit, apoptoticka bunééna smrt je
v Zijicim organismu velmi roz8ifeny a fyziologicky proces, ktery je dulezity pro
normalni vyvoj organismu, udrzeni tkafilové homeostazy a dalSi procesy v organismu.
Pokud dojde k naru$eni mechanismu této neimunogenni apoptézy, mize byt
vysledkem nepfiméfena imunitni odpovéd vedouci k autoimunitnimu onemocnéni

nebo chronické zanétlivé nemoci.
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Nové v8ak byla popsana i imunogenni forma (Casares a spol., 2005 ). Imunogenicita
bunétné smrti nadorovych bunék nezavisi jen na typu smrti, ale pfedevSim na
burikach nadoru jako takovych, na povaze impulsu, ktery buné&nou smrt zplsobil a
také na pribé&hu bunétné smrti. Casares a spol. provedl experimenty, kdy pouZiti
inhibitoru kaspaz Z-VAD-fmk nezabranilo buné€né smrti indukované doxorubicinem,
ale snizilo imunogenicitu zabijenych bunék a zhorSilo tak jejich rozpoznani a
fagocytézu dendritickymi burkami. Stejné tak poskozeni plazmatické membrany
apoptotickych bunék zmrazenim-rozmrazenim sniZilo jejich imunogenicitu (Casares a
spol., 2005 ).

Imunogenni apoptoticka bunééna smrt

Apoptéza, neboli programovana buné&éna smrt je zcela fyziologicky dé&j. Programové
fizena bunééna smrt je oznaCovana feckym terminem apoptéza, ktery se da volné
pfeloZit jako ,opadavani‘. Poprvé pouZili toto oznaeni v roce 1972 Kerr a kolektiv
(Kerr a spol., 1972). Na rozdil od nekrézy, ktera postihne viceméné nahodnou bunku,
ktera byla vystavena nepfiznivym vlivim, je apoptéza indukovana naprosto cilené.
Bunka je usmrcena a nasledné odstranéna takovym zplsobem, Ze nedojde k
poskozeni okolnich bunék. Apoptéza muze byt indukovana neopravitelnym
poSkozenim DNA, toxiny, virovou infekci, interakci s cytotoxickymi T lymfocyty,
chemoterapeutiky aj.

Bunka se pfi apoptéze smrsti, obsah cytoplasmy zkondenzuje. Jaderna DNA muze
byt endonukleasami fragmentovana na riizné dlouhé Useky, cytoskelet degradovan.
Bunéény povrch je zménén tak, Ze svymi vlastnostmi napomaha rychlému
rozpoznani a pohlceni umirajici buriky fagocyty, jesté dfive nez mize dojit k vyliti
jejiho obsahu do okoli (sekundarni nekréza). Apoptotické bunky se nakonec
rozpadaji na apoptoticka téliska obklopena membranou, ktera obsahuji neposkozené
cytoplasmatické organely a fragmenty jadra. Dale se objevuje také permealizace
mitochondridlni membrany podobné jako u ostatnich typl bunééné smrti (Galluzzi a
spol., 2007).

Zmény na povrchu bunék béhem apoptézy
Uginné a rychlé odstranéni apoptotickych bunék usnadfuji zmény na bunétném
povrchu, kdy se na vnéjSi strané objevuji molekuly jinak pfitomné uvniti bufiky nebo

dochazi k pozménéni povrchovych molekul (oxidace, modifikace cukernych zbytku).
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Tyto vystavené molekuly funguji jako ,eat me" signaly pro okolni buriky a fagocyty
(makrofagy, nezralé dendritické buriky, endotelové bufiky a fibroblasty). ,Eat me*
molekuly signalizuji, Ze je bunka poSkozena €&i napadena patogenem a je tieba ji
odstranit. Na povrchu zdravych, Zivotaschopnych bunék se také v malé mife
vyskytuji ,eat me“ molekuly, avSak pfevazuji ,don’t eat me* signaly, které tyto burky

chrani pfed jejich rozpoznanim a naslednou fagocytdzou.

Mezi nejprostudované€j§i zmény na povrchu apoptotické buhky patfi prfesun
fosfatidylserinu (PS) z vnitfni strany plazmatické membrany na vnéjsi stranu. U
zivych bunék se fosfatidylserin nachazi na vnitini strané lipidické dvojvrstvy a pokud
dojde k jeho pieklopeni do vné&jsi vrstvy, je vracen zpét aktivitou aminofosfolipid-
translokasy. B&hem apoptdzy je aminofosfolipid-trasiokasa inaktivovana, a tak je
fosfatidylserin na vnéj8i strané vystaven permanentné (Zullig a spol., 2007).
Fosfatidylserin pak interaguje s molekulami na fagocytu pfimo nebo za pomoci
.premostujicich“ (bridging) molekul, které se nachazi v extracelularnim prostoru,
shrnuto (Krysko a spol.,, 2006). Po takovémto rozpoznani nasleduje pohlceni
apoptotickych télisek a zpracovani buné€ného materialu uvniti fagocytu, aniz by
dodlo kimunitni odpovédi proti takto oznafenym apoptotickym téliskim. Pfi
neimunogenni apoptotické smrti je hlavnim cilem odstranéni mrtvych bunék co
nejrychleji, aby nedoslo k aktivaci imunitniho systému a naslednému zanétu. Zatimco
u imunogenni apoptotické smrti se objevuji signaly, které imunitni systém naopak
stimuluji.

Dendritické bunky se ukazaly jako hlavni buriky imunitniho systému, které
rozpoznavaji nadorové buriky umirajici imunogenni apoptézou a dokazi tak zahajit
imunitni reakci. V sou€astné dobé je znamo nékolik determinant, které zpUsobuji, Zze
umirajici apoptotickd nadorova bunka aktivuje imunitni systém. V sou€asné dobé
jsou popsany dvé hlavni skupiny proteinG, které zpUsobuji chemoterapeutiky
indukovanou imunogenicitu apoptotickych nadorovych bunék. Jsou to membranové
vazané chaperonové proteiny (calreticulin a heat shock proteiny) a z buriky uvolnény
protein HMGB1 (high mobility group box1) (Tab1).
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Tab 1. Hlavni determinanty imunogenni smrti nadorovych bunék a jejich vliv na

dendritické buriky (upraveno podle (Tesniere a spol., 2007) )

Nadorové bunky Dendritické burky
Membranové vazané ,eat me”
molekuly
HSP 70, HSP 90 Cross-prezentace antigent nadorové bunky
Calreticulin Fagocytéza
Fosfatidylserin, Intergriny Rozpoznani, neaktivuji dendritické buriky

Prozanétlivé mediatory

HSP 70, HSP90 Maturace DC
HMGBA1 Zpracovani a prezentace nadorového
antigenu

Chaperonové proteiny

Calreticulin

Calreticulin (CRT) byl v roce 2007 identifikovan jako hlavni protein zodpovédny za
imunogenicitu nadorovych bunék vystavenych antracyklinim (Obeid a spol., 2007b).
Calreticulin byl poprvé izolovan Ostwaldem a MacLennanem v roce 1974, od té doby
je intenzivné studovan. Podafrilo se ho izolovat z bezobratlych i obratlovcli a dokonce

byl nalezen i u vy$Sich rostlin.

CRT je rozpustny protein, ktery se volné pohybuje vIumen ER, na rozdil od
calnexinu, ktery se nachazi vazany v membrané ER. CRT se sklada z globularni
amino-koncové N-domény, ktera vaze karbohydraty, z centralni P-domény, ktera je
slozena tak, Ze tvofi protazenou sekvenci a interaguje s ERp57 (enzym
endoplasmatického retikula; disulfid-izomeraza, viz dale) a z karboxy-terminalni C-
domény, ktera vaze Ca*. N-terminaini doména a centraini P-doména calreticulinu
jsou zodpovédné za jeho chaperonovou aktivitu, zatimco C-terminalni oblast hraje
dllezitou roli pfi skladovani Ca®* uvnitf endoplasmatického retikula. C-terminaini
oblast obsahuje aminokyselinovou sekvenci KDEL, ktera je zodpovédna za

smérovani a udrzovani CRT v lumen ER (Fliegel a spol., 1989).
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Asi nejlépe prozkoumanou funkci CRT je jeho chaperonova aktivita u Zivych bunék,
ti. pomaha skladani nové syntetizovanych proteini do spravné konformace. Jeho
dal$i dobFe znamou funkci je regulace volného Ca?* v cytoplazmé. Vapnik (vapenaty
kationt Ca®") je univerzaini signalizaéni molekula, kter4 je zapojena do mnoha
bunégnych procest vEetné sekrece, kontrakce-relaxace, syntézy, metabolismu, ale i
genové exprese, bunééném cyklu a apoptéze. V lumen ER je Ca?* navazan na Ca*
vazajici chaperony jako je CRT, ze kterych se mize uvolfhovat a tim je regulovano

mno2stvi volného Ca?* v cytoplazmé.

Ackoli byl calreticulin nalezen pfevazné v endoplasmatickém retikulu (Ostwald a
MacLennan, 1974), neni to jediné misto jeho pUsobeni. Pfedpoklada se, Zze CRT je
v cytozolu asociovan napfiklad se stresovymi granulemi (Decca a spol., 2007) nebo
se podili na regulaci jaderného transportu proteinii (Holaska a spol., 2002).
Do cytoplasmy je CRT transportovan z lumen ER poté co je odstfizena smérovaci
sekvence aminokyselin KDEL (Afshar a spol., 2005) nebo pokud selZe jeho spravné

smeérovani do lumen ER.

CRT se objevuje ve zvySené mife na povrchu apoptotickych nadorovych bunék po
pusobeni ultrafialového zarfeni (Gardai a spol., 2005), pusobeni inhibitorQ
PP1/GADD34 (protein fosfataza1) a predevSim po vystaveni bunék antracyklinm
(Obeid a spol., 2007b). Calreticulin pak na povrchu umirajicich nadorovych bunék
funguje jako ,eat me" signal. Usnadhuje tak jejich rozpoznani a odstranéni nezralymi
dendritickymi bufikami a makrofagy (Gardai a spol., 2005). Calreticulin se na povrchu
apoptotickych bunék objevuje jesté dfive, neZz jsou patrné zmény, ze kterych je
ziejme, Ze burikka umird apoptdzou (napf. vystaveni fosfatidylserinu na bunééném
povrchu).

Mechanismy jak dochazi k pfesunu CRT z endoplasmatického retikula na povrch,
nejsou jesté pfesné znamy. Nicméné se ukazalo, Ze cytoplasty (bufky zbavené
jadra) inkubované s antracykliny také dokazi CRT pfesunout na povrch. Z toho
vyplyva, ze cilové pusobeni antracyklinll se nenachazi jen v jadie, ale musi byt i
nékde v cytoplasmé. Podobné jako po pouziti inhibitori defosforylaéniho komplexu
protein fosfatazy 1(PP1)/ GADD34 (tautomycin, caliculin A a salubrinal), je i po
inkubaci bunék s antracykliny fosforylovan eukaryoticky iniciaéni faktor 2a (elF2a).
Fosforylaci elF2a dojde k zastaveni iniciace translace a tim i proteosyntézy
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(Krishnamoorthy a spol., 2001) a zarover dojde k rychlému pfesunu CRT z ER na
povrch umirajici buriky. AvSak samotna indukce fosforylace elF2a (tunicamycinem,
brefeldinem A, aj.) nevyvola vystaveni calreticulinu na povrch bunky, takze k pfesunu
CRT jsou potieba jesté dalsi faktory (Obeid a spol., 2007b).

Calreticulin neni na povrch transportovan osamocené, spolu s nim se tam objevuje
protein ERp57 (enzym disulfid-izomeraza), snimZz je CRT asociovan uz
v endoplasmatickém retikulu. Ukazalo se, Ze tato kotranslokace ur€uje imunogenicitu
bunéné smrti vyvolanou antracykliny (Panaretakis a spol., 2008). Calreticulin a
ERp57 se na povrch dostava jako molekularni komplex. Odstranéni ERp57
kompletné inhibovalo vystaveni CRT na povrch pfenosem z ER. Samotny ERp57 se
nevaze na plasmatickou membranu bez pfitomnosti CRT, cozZ nejspiSe znamena, Ze
je k plasmatické membrané vazan nepfimo pfes calreticulin. Naopak exogenni
calreticulin se na povrch vazal i za nepfitomnosti ERp57. Bunky, které neexprimovaly
ERp57, podiéhaly bunétné smrti UCinkem antracyklinG in vitro, ale jejich smrt
nevyvolala imunitni odpovéd in vivo. To se stalo pouze v pfitomnosti vnéjSiho
calreticulinu (Panaretakis a spol., 2008).

Imunogenni efekt calreticulinu souvisi s jeho schopnosti stimulovat odstranéni
umirajicich nadorovych bunék jeho navazanim na LDL-receptor-related protein (LRP)
na fagocytujicich bufikach (Gardai a spol., 2005).

Zivé buiky na svém povrchu vmens$i mife také vystavuji calreticulin (nebo
fosfatidylserin), pfesto nejsou schopny indukovat u dendritickych bunék zrani a
prezentaci antigenu, a tak nejsou imunogenni (Obeid a spol., 2007b). To je dano
pfitomnosti ,don’'t eat me" signalt na povrchu Zivotaschopnych bunék, které se tak
brani pfed pohlcenim fagocyty. ,Don’t eat me" molekuly signalizuji, Ze burika neni
uréena k fagocytéze a po interakci fagocytem napomahaji pferudeni vazby mezi
Zivou bunkou a fagocytujici burikou. Jednim z popsanych zastupcl ,don’t eat me*
molekul je CD47 (protein asociovany s integriny) na povrchu zivych bunék, ktery
slouZi jako ligand silné glykosilovaného transmembranového proteinu SIRPa (signalu
podobny protein a) na fagocytu (Obr. 3). Interakce CD47 a SIRPa brani pohlceni zivé
buriky, ktera na povrchu exprimuje CRT nebo PS. Na mnoha burikach je exprese
CD47 snizena béhem apoptézy, a tak mohou byt apoptotické buriky odstranény
burfikami imunitniho systému (Gardai a spol., 2005). Dal8i takovym zastupcem je
molekula CD31 (platelet-endothelial cell adhesion molekule-1, PECAM-1) popsana
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kolektivem Simona Browna. Interakci molekuly CD31 na zivé bunce a CD31 na
makrofagu je pfedan odpuzujici signal, aby se bunka od makrofagu odpojila, a tak
nebyla pohicena. U apoptotické buriky je signalizace pres CD31 defektni a naopak
pfitomnost CD31 na fagocytu usnadiuje pfichyceni umirajici buriky a jeji pohlceni
(Brown a spol., 2002).

Inhibice
fagocytozy

Ziva bwika _ . Apoptoticka bunka
Fagocytoza "

StRp

LRP L 1
‘ SHPs
Pohiceni Src tam K

Obr. 3 Interakce povrchovych molekul zivé a apoptotické buiikky po UV ozareni
s povrchem fagocytu podle (Gardai a spol., 2005) (CRT: calreticulin, LRP: LDL-

receptor-related protein, SIRPa : signalu podobny protein a)

»,Heat shock® proteiny

,Heat shock” proteiny (Hsp) patfi, podobné jako calreticulin, do rodiny chaperont a
napomahaji spravnému sbaleni proteinl (nejen za stresovych podminek), ucastni se
procest degradace proteini a skladani vicepodjednotkovych komplext proteina.
Obvykle se nachazi v intracelularnim prostoru, kde maiji ochranou funkci a pomahaji
bunce prezit stresové podminky (oxidativni stres, teplo, protinadorova IéCiva, atd.).
Za béznych podminek se v burice hojné vyskytuje Hsp90, ale malo Hsp27 a Hsp70.
U fady nadorovych bunék je zvySena exprese Hsp 27 a Hsp 70 a tyto Hsp zde
inhibuji apoptézu na nékolika urovnich signalizacni apoptotické kaskady. Nékteri
¢lenové Hsp mohou byt vystaveni na povrchu bunky nebo se mohou nachazet
v extracelularnim prostoru, ¢asto v komplexu s imunogennimi peptidy a vyvolavat tak
imunitni odpovéd. Heat shock proteiny exprimované na povrchu pulsobi jako
endogenni signaly nebezpeli a ,eat me* signaly. Jsou jimi napf. Hsp70, Hsp90 a

Hsp27, které se objevuji na povrchu plasmatické membrany nékolik hodin po indukci
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buné€né smrti a mohou napomahat aktivaci imunitniho systému. Mechanismus
pfesunu Hsp na povrch buiky neni zatim pfesné znam.

Hsp70 vystaveny na povrchu nadorové buriky mize zvySovat imunogenicitu nadorQ a
aktivovat pfirozené i adaptivni imunitni reakce jako napriklad NK buriky a cytotoxické
T lymfocyty (Multhoff a spol., 1999; Noessner a spol., 2002). Galetto a kolektiv
zkoumali vliv 5-fluorouracilu na odstranéni nadorovych bunék dendritickymi burikami
a cross-prezentaci nadorovych antigent. 5-fluorouracil sice nebyl nejlepSim
spousdtécem apoptdzy, ale vyvolal zvySenou expresi Hsp70 na povrchu nadorovych
bunék a pfedevSim dobfe aktivoval cross-prezentaci nadorovych antigent pro
cytotoxické T lymfocyty (Galetto a spol., 2003). Spisek a kolektiv nedavno poprvé
informovali, Zze chemoterapeutikum bortezomib in vitro indukuje u lidskych
myelomovych bunék imunogenni bunéfnou smrt spojenou s expresi Hsp90 na
povrchu téchto bunék. Imunogenni bunééna smrt zplsobena bortezomibem vede
k maturaci dendritickych bunék a ty dale aktivuji T lymfocyty (Spisek a spol., 2007)
Hsp mohou stimulovat imunitni systém nékolika zpusoby: Hsp 70 a 90 interakci
s receptorem CD91 na nezralych dendritickych bufkach pfedavaji signal pro
maturaci DC (Somersan a spol., 2001) a dale funguji (podobné jako calreticulin) jako

.eat me* signaly, které usnadfiuji rozpoznani a pohiceni nadorovych bunék fagocyty.

HMGB 1

V posledni dobé& se ukazalo, Ze dalSim signalem nebezpedi, ktery se za urcitych
podminek objevuje bé&hem v pozdéjdich fazich imunogenni buné&né smrti, je
uvolnéni proteinu HMGB1 (high mobility group box1) do extracelularniho prostoru
umirajicimi bufkami. Takto uvolnény HMGB1 se pak vaze na Toll-like receptor 4
(TLR4) na dendritickych burikach (Apetoh a spol., 2007).

HMGB1 je chromatin vazajici protein, ktery intracelularné funguje jako DNA
chaperon, ale pokud je uvolnén do extracelularniho prostoru plisobi jako prozanétlivy
cytokin (Dumitriu a spol., 2005). HMGB1 se pasivné uvolfiuje z bunék podléhajicich
nekrotické smrti  nebo aktivné aktivovanymi makrofagy a monocyty
(lipopolysacharidem, TNFa ¢&i poskozenou tkani). HMGB1 navazanim na receptor
pro konecné produkty pokrocilé glykace (RAGE), podporuje aktivaci dendritickych
bunék (Messmer a spol.,, 2004). Také se ukazal jako schopné adjuvans in vivo
(Rovere-Querini a spol., 2004). Interakce HMGB1 a TLR4 na povrchu dendritickych
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bunék umozni, aby dendritické bufiky dokazaly cross-prezentovat antigeny

z nadorovych bunék T bunikam, konkrétné cytotoxickym T lymfocytam.

Inkubace nadorovych bunék s doxorubicinem vyvolala uvolnéni HMGB1 in vitro
(Apetoh a spol., 2007). Vyznam proteinu HMGB1 pro imunogenicitu vyvolanou
antracykliny a zprostfedkovanou pies Toll-like receptor 4 byl zkouman inhibici
exprese HMGB1 pomoci specifickych siRNA. Vysledky ukazaly, ze HMGB1
uvolfiovany z umirajicich bunék je nutny pro aktivaci naivnich T lymfocytd a pro
vytvofeni protinadorové imunity chranici proti relapsu nadoru. Navic blokujici
protilatky proti HMGB1 zcela zruSily doxorubicinem vyvolanou imunogenicitu
bunéné smrti in vivo a také inhibovaly cross-prezentaci umirajicich bunék T
lymfocytim in vitro. Signalizace pfes TLR4 brani rychlé degradaci fagocytovaného
materialu dendritickou bunkou a tim je umoznéna optimalni prezentace antigenu.
Pokud chybi vsysttmu TLR4 a HMGB1 je i pfesto umirajici burika pohlcena
dendritickou burikou, ale fagosom rychle splyva s lysosomy a material z nadorové
buriky je degradovan misto, aby se antigenni peptidy vazaly na MHC molekuly. Tak
pomaha HMGB1 vyvolat protinadorovou imunitni odpovéd a pfispiva

k protinadorovému efektu klasické chemoterapie.

Apetoh a kolegové dale zkoumali moznost vlivu mutace pro TLR4 (Asp299Gly) na
uspésnost chemoterapeutické 1éEby nadoru prsu. Tato mutace znamena zaménu
jednoho nukleotidu, coZz se projevi jako zména aminokyseliny (Asp299—Gly) na
extracelularni €asti TLR4. Experimenty in vitro odhalily snizenou interakci mezi takto
mutovanym TLR4 a HMGB1 a s tim souvisejici snizenou schopnost cross-
prezentace nadorovych antigen( dendritickymi burikami. Dendritické buriky odvozené
od monocytd, které pochazely z pacientll nesoucich mutaci TLR4, nedokazaly
prezentovat pohlcené melanocytové antigeny cytoxickym T lymfocytim. V klinickém
pozorovani byli sledovani pacienti s nemetastazujicim nadorem prsu, ktefi
podstoupili uUspé&Snou |éCbu odstranénim miznich uzlin, nasledovanou lokalni
radioterapii a Ié€bou antracyklinovymi chemoterapeutiky. U pacientd s mutovanou
TLR4 alelou byl zaznamenan statisticky zvySeny vyskyt metastdz do péti let po
operaci na rozdil od pacientl s plné funkénim TLR4 (Apetoh a spol.,, 2007). Je
mozno konstatovat, Ze uspé&Snost takovéto |éEby Ize alespori z €asti posoudit pfedem

na zakladé genetickeé vybavy pacienta.
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4. Pokrocila chemoterapie s polymernim nosicem a
imunomodulace

Moderni protinadorové terapie se opiraji o cilené smérovani léCiva a jeho
kontrolované uvolnéni uvniti nadoru. Jednou z téchto modernich terapii je i terapie
zalozenda na makromolekularnich polymernich systémech, které se aktivné nebo
pasivné akumuluji v misté& nadoru. V takovémto systému je 1éCivo pfipojeno k nosici,
ktery zajisti transport krevnim recistém pfimo do mista pusobeni, aniz by doslo
k degradaci lé¢iva nebo jeho nezadoucimu toxickému plsobeni na jinou nez

nadorovou tkan.

Jako prvni formuloval podstatu smérovanych IéCiv, avSak pro léEbu infekénich
onemocnéni, némecky Iékar Paul Ehrlich uz v roce 1906. Tuto mySlenku pak rozvinul
v sedmdesatych letech Helmut Ringsdorf svym konceptem o pouziti polymer( jako
cilenych nosi¢t Ié¢iv (Ringsdorf, 1975). Vlastnosti polymernich 1&€iv mohou byt
modulovany pouzitim rlznych typa polymeru. Optimainé by v3ak polymery s 1éCivy
mély plUsobit jen na nadorovou tkan a neposkozovat ostatni zdravé tkané pacienta,
zvlasté vSak buriky imunitniho systému. Timto zpUsobem se da omezit systémova
toxicita a nezadouci pUsobeni napfiklad doxorubicinu, taxolovych derivat, 5-
fluorouracilu a zlepSit tak jejich protinadorovy efekt. Obecné Ize fici, Ze polymery jsou
pouzivany jako nosi€e rGznych nizkomolekularnich farmak, nukleovych kyselin
(kratkych antisense oligonukleotid i celych gen(l) a protein (enzym, hormonu,
cytokin() ¢i peptidickych fragmenta.

Svétové laboratofe pouzivaji nejraznéjSi polymerni nosi€e jak pfirozené tak
syntetické: dextrany, polygalakturonovou kyselinu, polyglutamovu kyselinu, poly-L-
lysin, ale také napfiklad éeskoslovensky patent Ustavu makromolekularni chemie AV
CR N-(2-hydroxypropyl) methakrylamid (HPMA), na némz se podilel prof. Ing.
Jindfich Kopeéek, DrSc.

Polymerni cytostaticka léciva na bazi HPMA

Vynikajici vlastnosti pro cilené smérovani chemoterapeutik maji vodorozpustné
syntetické polymery zaloZzené na bazi N-(2-hydroxypropyl) metakrylamidoveé kostry
které pfedstavuji biokompatibilni, netoxické, neimunogenni a smérovateiné nosice

pro doru€eni IéCiva.
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Synteticky polymerni nosi¢ N-(2-hydroxypropyl)metakrylamid (HPMA)

PolyHPMA je  vodorozpustny  synteticky kopolymer na bazi  N-(2-
hydroxypropyl)metakrylamidu, na ktery je pomoci pfesné definované spojky
kovalentné navazano léCivo, pfipadné i smérujici struktura. Hydrofilni fetézec
poly(HPMA) nenese zadné funkéni skupiny, které by umoziovaly kontrolované
navazani a uvolnéni l|é€iva, pfipadné smérujici struktury. Proto se pouZiva
modifikovany kopolymerni HPMA fetézec nesouci kratké postranni oligopeptidické
sekvence zakoncéené reaktivni 4-nitrofenylesterovou skupinou (ONp), pomoci které
mohou byt na dany kopolymer navazané potfebné molekuly obsahujici -NH2 skupiny
(Kovar a spol., 2003).

Spojka neni vybrana nahodné, ale po nékolika desitkach pokusl byly pfipraveny
polymery s aminokyselinovou spojkou (nejéastéji tetrapeptid Gly-Phe-Leu-Gly,
pfipadné dipeptid Gly-Gly pro smeérujici ligandy), dale se pouziva napf. 6-
aminohexanova kyselina nebo 4-aminobenzoova kyselina (Etrych a spol., 2002).
Tato spojka zarucuje, Ze komplex Ié€iva s nosi¢em je pfi transportu krevnim fecistém
stabilni a léCivo se uvolfiuje az intracelularné pfi nizkém pH nebo aktivitou proteaz v
lysosomech. Jakmile je 1éCivo navazano na polymerni nosi¢, stava se biologicky
inaktivni a netoxicke.

LéCivo mlze byt aktivné pomoci smérujici struktury nebo pasivné akumulovano.
Pasivné akumulované |é€ivo se v nadoru hromadi diky abnormalitam nadorové
tkané: a) zvySené propustnosti cév-endotel nadorovych cév neni celistvy, snadno
propousti makromolekuly a nanod&astice (liposomy a nanosféry) b) Spatnému nebo
nepfitomnému  lymfatickému odvodnimu systému-nedochazi k odstrafovani
nahromadéného |éCiva. Odstranéni makromolekul vétSich nez 40kDa, které se
nahromadily v nadoru, je tudiz velmi omezené. Souhrnné se tomuto fenoménu fika
efekt zvySené propustnosti a zadrZzeni (Enhanced Permeability and Retention effect-
EPR effect), ktery poprvé popsal Maeda a Matsumura (Maeda, 2001; Matsumura a
Maeda, 1986). EPR efekt je zakladni princip pro pasivni akumulaci
makromolekularnich |€€iv do mista nadoru. Do burky se pak pasivné akumulované
léCivo dostava prostou pinocytézou.

Aktivni smé&rovani znamena, Ze polymerni nosi¢ nese mimo IéCiva jesté ligand, ktery
se s vysokou afinitou vaze na konkrétni specificky receptor na nadorové burice.

Smeéruijici strukturou muze byt polyklonalni i monoklonalni protilatka, ale také lektin,
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karbohydrat, rustovy faktor, transferrin nebo jakykoli jiny ligand, ktery ma na
nadorové bunce svuj receptor. Poté mize byt aktivné smérované [é€ivo pohlceno
receptorem zprostfedkovanou endocytézou.

Cytostaticky a protinadorovy efekt pasivné €i aktivné smérovanych proléciv na bazi
HPMA kopolymeru byl zaznamenan in vitro i in vivo. Experimentalni i klinicka data
prokazala vyhody HPMA makromolekularnich terapeutik (Kope€ek a spol., 2000;
Rihova a Kubagkova, 2003b).

Polymerni konjugaty HPMA s doxorubicinem

Konkrétnim léCivem navazanym na HPMA nosi€¢ je napfiklad antracyklinové
antibiotikum doxorubicin (Obr. 4), ktery se hojné pouziva v protinadorove lécbé.
Pfipojenim na kopolymer HPMA ztraci doxorubicin systémove cytotoxické vlastnosti

a zvysuje se jeho terapeuticky efekt.

Konjugat s doxorubicinem vazanym na polymerni nosi¢ pomoci oligopeptidické
spojky —Gly-Phe-Leu-Gly- amidovou vazbou (PK1) byl konstruovan tak, aby byl
doxorubicin uvolnén z polymeru proteolytickym odS$tépenim pomoci lysosomalnich
proteaz (Obr. 5A). V roce 1994 byl ve Velké Britanii zapojen do prvni a pozdé&ji druhé
faze klinickych testll (Vasey a spol., 1999). V CR byl testovan konjugat podobny
konjugatu PK1: Hulg-HPMA-Dox™™, ktery byl smérovany nespecifickym lidskym
imunoglobulinem (Rihova a spol., 2003c).

U konjugatu HPMA-Dox™P je doxorubicin pfipojen k HPMA hydrazonovou vazbou,
ktera je pH senzitivni (Obr. 5B). Za fyziologického pH ~7,4 je hydrazonova vazba
relativné stabilni, ale je rychle hydrolyzovana za nizkeho pH ~5 a doxorubicin je
z polymeru uvolnén jiz v endozému (Etrych a spol., 2002; Rihova a spol., 2001b).
HPMA-Dox™P vykazuje vysokou cytostatickou aktivitu in vitro proti mnoha riznym
nadorovym buné&cnym liniim a je také u€inny na mySich experimentalnich modelech

in vivo (Kovar a spol., 2004; Mrkvan a spol., 2005).

Mechanismus plsobeni konjugatu PK1 a kongujatu HYD ¢&i volného doxorubicinu se
vSak lisi. Volny doxorubicin a doxorubicin uvolnény z konjugatu HYD je akumulovan
v jadfe nadorové buriky. Pozorovani pomoci fluorescenéniho mikroskopu vsak
neukazala pfitomnost doxorubicinu v jadie bunék inkubovanych s PK1, PK1 se

akumuloval na membranach bunéénych organel a doxorubicin zGstaval navazan na
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konjugatu. Predpoklada se, ze hromadéni HPMA-Dox*™ na membranach zplsobuje

blokadu buné&ného metabolismu s naslednou indukci bunééné smrti (Hovorka a

spol., 2002).
Obr 4. Antracyklinové antibiotikum doxorubicin (DOX)
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Obr. 4 B) s hydrazonovou vazbou HPMA-Dox™P podle (Etrych a spol., 2002)

25



Imunomodulaéni vlastnosti polymernich 1é¢iv na bazi HPMA

Imunogenicita polymeru HPMA

Samotny homopolymer  N-(2-hydroxypropyl) methakrylamidu s molekulovou
hmotnosti okolo 30kDa nebyl rozpoznan jako cizi makromolekula u zadného z péti
testovanych inbrednich kmenl mySi a nevyvolal zvySenou tvorbu protilatek.
Imunogenicitu mirné zvySuje pfipojeni oligopeptidického fetézce, kdy kopolymer
vyvolava slabou protilatkovou odpovéd imunitniho systému namifenou hlavné proti
peptidovemu fetézci a caste€né i proti hydroxypropylovym skupinam. Intenzita
odpovédi zavisi na struktufe oligopeptidického fetézce, struktufe navazané
nizkomolekularni latky (haptenu), davce antigenu a genetickem vybaveni
testovaného organismu (Rihova, 2002; Rihova a spol., 1984). Polymer HPMA
dokaZe jako nosi¢ sniZovat imunogenicitu rlznych protein (napf. protilatek,
transferrinu aj.) na né& vazanych. To je pravdépodobné dano tim, Ze antigenni
epitopy proteinl vazanych na neimunogenni poly(HPMA) jsou prostorové
nedostupné a pro imunitni systém skryty (Rihova, 2002).

Imunogenni viastnosti HPMA konjugata s doxorubicinem

Uginna protinadorovéa terapie s polymernimi cytostatiky zavisi také na protinadorové
imunitni odpovédi pacienta. LéCiva vazana na nosi¢ HPMA nejen Ze neposkozuiji
imunitni systém pacienta, ale naopak dokazi mobilizovat protinadorovou imunitni
odpovéd. Vroce 1988 byly publikovany prvni informace o imunostimulaénich
vlastnostech novych makromolekularnich polymernich systému, na které bylo vazano
protinadorové antibiotikum daunorubicin (Rihova a spol., 1988). Daunorubicin vazany
na HPMA dokazal stimulovat proliferaci bunék kostni dfené. O mnoho let pozdéji byla
popsana aktivace imunitniho systému pro konjugat HPMA s navazanym
doxorubicinem jak pfi laboratornich pokusech, tak b&hem klinickych testd (Rihova a
spol., 2001a; Rihova a spol., 2003c).

MySi, kterym byla podana davka nadorovych bunék, byly ucinné vyléCeny
polymernimi konjugaty s DOX a zaroven ziskaly dlouhodobou nadorové specifickou
imunitu. Pokud jim byl znovu injikovany burky stejného nadoru, z kterého byly
pfedtim vylé€eny, dokazaly ho odhojit bez jakékoli terapie. Tato dvoji cytotoxicka a
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imunostimulaéni aktivita byla pozorovana na rGznych experimentalnich modelech
(napf. EL4 mySi T buné&&ny lymfom, BCL1 mySi B buné&éna leukémie a 38C13 mysi B
bunéény lymfom) a po pouziti rGznych polymernich konjugatli s doxorubicinem.
V zavislosti na myS$im modelu, terapeutické davce a rezimu az 100% mysi prezilo
retransplantaci nadoru (Mrkvan a spol., 2005; Rihovéa a spol., 2001a; Sirova a spol.,
2007). U mySi, které byly Ié€eny volnym doxorubicinem, se dlouhodoba
protinddorova imunita nevyvinula, protoze umiraly kvili opozdénému toxickému
u€inku volného doxorubicinu (Mrkvan a spol., 2005). Pouze vyléCené mysi
s nepo$kozenym imunitnim systémem se stavaly rezistentni vi¢i opakovanému
podani nadoru. Ve skupiné athymickych imunodeprimovanych nu/nu mysi nebyli
jedinci, ktefi by dokazali dlouhodobé prezit, coz ukazuje, Zze pro uspésnou leéCbu a
navozeni dlouhodobé rezistence viC¢i nadoru je zapotfebi neposkozeny imunitni
systéem.

Dlouhodoba protinadorova imunita zavisi pfedev§im na cytotoxickych CD8" T-
lymfocytech a mlze byt pfenesena se splenocyty do naivniho pfijemce. Splenocyty
nebo CD8+ bunky izolované z mySi, které u€inné odhojily nador, byly preneseny
spolu s nadorovymi bufikami do naivnich mysi. Tam dokazaly zpomalit rlst nadoru &i
dokonce pomohly nador zcela eliminovat (Mrkvan a spol., 2005; Sirova a spol.,
2007). Tato nadorova imunita byla specificka pouze proti nadoru, ktery byl pivodné
vylé€en. Mysi neodhojily nadorové bunky, které pochazely z jiného typu syngenniho
nadoru (Sirova a spol., 2007).

Cytotoxicky efekt spolu s aktivaci imunitniho systému diky [é¢bé Dox-HPMA
konjugaty byl také potvrzen v klinickém pozorovani. Klinické testy ukazaly narlst
poctu NK bunék a jejich aktivity a takeé LAK bunék (lymphokine-activated killer) u
pacientek s rakovinou prsu po lé&bé Hulg-HPMA-DOX*™ (PK1) (Rihova a spol.,
2003c).
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5. Zaver

V oblasti vyvoje protinadorovych 1éCiv dochazi neustale k zdokonalovani
pouzivanych chemoterapeutik, hledani ucinnéjSich a k pacientim SetrnéjSich
léEebnych postupl. Nedavné studie a z nich ziskané poznatky objasfuji procesy a
zmény u nadorovych bunék, které jsou vyvolany protinadorovou |é€bou at uz
chemoterapeutickou &i radioterapeutickou. Pfinasi mozna vysvétleni pro¢ je 1écba
ur€itymi chemoterapeutiky u€inné;jsi, pro€ jina selhava. Zatim jsou to jen stfipky a je
potieba identifikovat dal8i mechanizmy, které se podili na stimulaci imunitniho
systéemu, jak pfipadné obnovit jejich funkci €i jejich pfinos zvysit, v jakych
souvislostech spolupracuji s dalSimi ¢astmi organismu.

Poznani, Zze apoptoticka smrt mize spustit imunitni reakce, osvétluje také mozné
mechanizmy pusobeni polymernich HPMA-DOX konjugatu. O nich je dlouho znamo,
Ze kromé cytotoxickych vlastnosti na nadorovou tkan maji schopnost stimulovat
imunitni systéem a vytvofit v organismu protinadorovou imunitni pamét jak dokladaji
pokusy na mysSich modelech. Dosud ale byla pfedkladana rizna vysvétleni.
V soucastné dobé jsou konjugaty HPMA s amidovou vazbou i HPMA s hydrazonovou
vazbou pouzivany k pokusum, které ukazuji, Zze charakteristické znaky imunogenni
smrti vyvolané volnym lé€ivem se objevuji také u nadorovych bunék inkubovanych s
polymernimi cytostatiky. Tyto vysledky by mohly vyznamné pfispét k vyvoji dalsi
generace HPMA konjugatu s lepSimi [é¢ebnymi Gcinky.
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