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Abstrakt

Indolamin 2,3—dioxygenaza (IDO) je enzym fyziologicky exprimovany u fady tkani
a bunck, mezi které patfi napiiklad tenké stievo, plice, zensky pohlavni trakt ¢i placenta.
Jedna se o enzym ucastnici se metabolismu tryptofanu, ktery katalyzuje limitujici krok pfi
jeho pfeméné na kynurenin. IDO je dalezitou soucasti imunitniho systému a piirozené obrany
proti patogenim. Bunkami je produkovan jako odpovéd na zdnét a mad imunosupresivni
funkci. Jednou z fyziologickych roli IDO je regulovat zanétlivy proces a mirnit jeho ptipadné
nezadouci ucinky. Deplece tryptofanu a ptitomnost kynurenini vede k anergii efektorovych
T lymfocytii, aktivaci T regulacnich bun¢k a mulze stimulovat dendritické bunky
k diferenciaci na imunosupresivni fenotyp. Exprese IDO byla prokazéana také u riznych typi
nadorovych bungk, jako jsou akutni myeloidni leukémie, rakovina vajec¢nikl ¢i kolorektalni
karcinom. IDO je soucasti procesu maligni transformace a hraje klicovou roli pfi potlaceni
protinadorové imunitni odpovédi v téle, takze jeho inhibice mize zvysit efekt chemoterapie a
také imunoterapeutickych protokold. Nékteré z inhibitori jiz dospély do faze klinickych testa
a predbézné vysledky se zdaji byt povzbudivé, ¢imz se oteviraji nové moznosti na poli terapie

nadoru.

Kli¢ova slova

indolamin 2,3—dioxygenaza (IDO), nadorovd onemocnéni, suprese imunitni odpovédi,

maligni transformace, inhibice IDO, 1é¢ba nadori



Abstract

Indoleamine 2,3—dioxygenase (IDO) is an enzyme that is physiologically expressed in
many tissues including small intestine, lung, female genital tract and placenta. It is a key
enzyme in metabolism of tryptophan and catalyses the first rate-limiting step in the
conversion of tryptophan to kynurenine. IDO plays an important role in immune system in
fighting against various pathogens. Its expression is actively induced by inflammatory
mediators and it has also an immunosuppressive function. Inducible counter-regulation of
inflammation is very important for controlling its potential harmful effects. Depletion of
tryptophan and production of kynurenines causes local suppression of effector T lymphocytes
and activation of regulatory T cells. It can also support differentiation of dendritic cells
toward an immunosuppressive phenotype. IDO expression has been observed in several
cancer cell types including acute myeloid leukaemia, ovarian cancer or colorectal carcinoma
and plays a major role in suppression of anti-tumour immunity. Thus, the inhibition of IDO
may improve the efficacy of chemotherapy and immunotherapeutical protocols. Some IDO
inhibitors are currently being tested in clinical trials and preliminary results seem promising

so that it may become a new anticancer strategy.
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1. Uvod

Zakladni myslenkou biologie nadoru je teorie imuntni editace (obr.1). Predstavuje
komplexni proces, kdy spolu naddor a imunitni systém interaguji a navzajem se ovliviuji.
Nejen, ze imunitni systém brani hostitele pfed vznikem nadorového bujeni, ale zaroveit méni
imunogenicitu nddoru, ¢imz se nador stava odolnéjsim. Cely proces je slozen ze tii odliSnych
fazi: eliminace, rovnovaha a anik (elimination, equilibrium, escape, ,,3E ‘). V prvnim kroku
probihé eliminace malignich bunék, kdy slozky vrozené i adaptivni imunity spolupracuji na
jejich rozpoznani a likvidaci. Mozné i1 znacné ¢ast nadort je v této fazi opravdu znicena, ale
nékteré nadorové builky mohou zménit své vlastnosti tak, ze je imunitni systém nedokéze
dostatecné rychle eliminovat. Imunitni systém a nador pfejdou do stavu rovnovahy. Jedna se
ziejm¢ o nejdelsi fazi imunitni editace, kdy imunitni systém sice dokdze kontrolovat rtst
nadoru, ale neni schopen jej uplné znicit. Tento stav mtize trvat dlouhou dobu, nékdy i po cely
zivot jedince. Pokud se ovSem nahromadi mnoho genetickych zmén nebo dojde k oslabeni
imunity, naddorové buniky se nadobro vymknou kontrole. Ve fazi tniku se buniky zacnou
nekontrolované mnozit, nador viditeln¢ roste a dochazi ke klinickym projevim nemoci
(shrnuto v Schreiber, Old a Smyth 2011). Soucasti tohoto dynamického procesu je i enzym

indolamin 2,3—dioxygenéza (IDO), jehoZ ulohou v tumorigenezi se zabyva tato prace.
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Obrazek 1 - Hypotéza nddorové imunitni editace, kdy nddor a imunitni systém
balancuji mezi unikem, rovnovahou a eliminaci. DC, dendriticka buiika; PD-1, programmed
cell death protein 1; CTLA4, cytotoxicky T lymfocytarni antigen, MDSC, supresorova buiika
odvozend od myeloidni fady; TGF-fB, transformujici rastovy faktor B; DAMPs, damage

associated molecular patterns; TLR, toll-like receptor (pfevzato z Kalbasi et al. 2013)



Jak jiz bylo feCeno, nadory jsou i1 ptes piitomnost specifickych efektorovych
T lymfocyti schopné uniknout imunitnimu dohledu hostitele, takze imunitni systém neni
schopen ucinné odpovidat na antigeny asociované s nddorem a zprostiedkovat jeho likvidaci.
Vétsinou nadorovych antigenli imunitni systém rozpoznava, ale zaroven je uréitym zplisobem
nucen ktomu je tolerovat. Experimenty, ve kterych nadorové builky exprimuji silné
imunogenni cizorodé antigeny znazoriuji, ze si k témto antigenim imunitni systém rychle
vyvine toleranci (Sotomayor et al. 2001). Bohuzel, jakmile je takto ziskana tolerance jednou
ustanovena, imunizace antigeny asociovanymi s naddorem uz mize jen posilit antigenné
specifickou imunosupresi (Zhou et al. 2006), coz ptedstavuje obrovskou prekazku ucinnosti

imunoterapeutickych pfistupti k 16cbé nadorovych onemocnéni.

Molekuldrni mechanismy pfispivajici k toleranci nadoru imunitnim systémem jsou
v soucasnoti pifedmétem aktivniho studia a fada z nich byla jiz podrobnéji popséna (shrnuto v
Munn a Bronte 2016). Tato bakalaiskd prace je zaméfena na vyznam IDO jako
imunosupresivniho mechanismu pfispivajictho ke vzniku nddorového onemocnéni.
IDO katalyzuje prvni krok kynureninové drahy metabolismu tryptofanu a jak lokalni deplece
tryptofanu (Munn et al. 1999), tak produkce jeho imunologicky aktivnich metabolitl
(Frumento et al. 2002) vytvafi tolerogenni prostiedi podporujici riist nddoru. Vétsina lidskych
nadorovych linii IDO exprimuje (Uyttenhove et al. 2003), coz je ¢asto spojeno se zhorSenymi
projevy nemoci (Okamoto et al. 2005). Tato zjisténi vedla k hypotéze, ze inhibice IDO by
mohla vést ke zvySeni ucinnosti nadorové terapie a zlepSeni prognozy pacienti.

V dne$ni dob& si imunoterapie ziskdva ¢im dal vétsi pozornost piilécbe ruznych
nadorovych onemocnéni a pomalu se v kombinaci s klasickou chemoterapii ¢i radioterapii
stava efektivni strategii, jak proti nddorovému bujeni bojovat. V poslednich letech bylo
vyzkouseno mnoho imunoterapeutickych protokold, od poddvani imunomodula¢nich
interleukint, pfes peptidové vakciny az k modernim inhibitorim kontrolnich bodd imunitni
reakce (checkpoint inhibitors) (shrnuto v Makkouk a Weiner 2015). Zacileni terapie na IDO
se zda byt idealni taktikou, jak zvySit G€innost imunoonkoterapie i klasickych lécebnych
piistupt. DalS$im z cilt této prace je ramcoveé shrnout pifedbézné vysledky z klinickych studii

inhibitorti IDO, které nasvédcuji tomu, Ze ma tato inhibice do budoucna lé¢ebny potencidl.



2. Indolamin 2,3—dioxygendza a dalSi enzymy metabolismu tryptofanu

IDO je stejné¢ jako tryptofan 2,3-dioxygenaza (TDO) hemoprotein zapojeny do
kynureninové drahy katabolismu tryptofanu (obr.2). Existuji i dal$i minoritni cesty degradace
tryptofanu, ale kynureninova drédha je zodpovédna za rozklad az 95 % tryptofanu v téle.
Odehrava se zejména v jatrech, ale probihd i extrahepatdln¢€. Kynureninova draha kontroluje
hladinu tryptofanu v plasmé, syntézu jaterniho hemu, dostupnost tryptofanu pro syntézu
cerebralniho serotoninu a produkuje imunoregulacni a neuroaktivni metabolity, kyselinu

nikotinovou a oxidovany nikotinamidadenindinukleotid (NAD™) (shrnuto v Badawy 2017).

TDO byl popsan v krysich jatrech jiz v 50. letech 20. stoleti jako prvni z enzymu
katalyzujicich limitujici krok pfi pfeméné tryptofanu na kynurenin (Knox a Mehler 1950).
Pozdé&ji, vroce 1967, byl z tenkého stfeva kralika izolovan enzym IDO, u které¢ho byla
prokdzana stejna aktivita (Yamamoto a Hayaishi 1967). Uvodnim limitujicim krokem
kynureninové drahy, ktery se ukazal byt katalyzovan obéma enzymy, je oxidativni Stépeni
pyrrolového jadra a poruseni indolové struktury tryptofanu vlozenim molekularniho kysliku

mezi druhy a tfeti uhlik této aminokyseliny (Hayaishi et al. 1957).
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Obrazek 2 - Kynureninova draha metabolismu tryptofanu, jeji enzymy a vznikajici
metabolity; IDO, indolamin 2,3—dioxygenaza; TDO, tryptofan 2,3-dioxygendza; IDO2,
indolamin 2,3—dioxygenéza 2 (pievzato z Curti et al. 2009)



Rozdil mezi IDO a TDO spociva predevSim v razné tkanové expresi a odlisné
substratové specifité, prestoze jsou oba enzymy lokalizovany v bunééné cytoplasmé. TDO se
vyznacuje vysokou specifitou pro L formu tryptofanu a nachdzi se zejména v jatrech (Knox a
Mehler 1950); pozdéji byl objeven naptiklad v kiizi (Ishiguro et al. 1993) ¢i mozku (Haber et
al. 1993). Naopak IDO neni uzce specificky a dokéze $tépitD 1 L izomery tryptofanu,
5-hydroxytryptofan, tryptamin ¢i serotonin (Shimizu et al. 1978). U lidi je exprimovan
v ruznych tkénich kromé jater. Mohou to byt plice, tenké stievo, placenta a zensky pohlavni
trakt ¢i sekundarni lymfatické organy (Yamazaki et al. 1985). IDO se od TDO 1isi i svou
proteinovou strukturou; IDO je samostatnym monomerem (Sugimoto et al. 2006), zatimco

TDO se vyskytuje ve formé tetrameru (Zhang et al. 2007).

Novym hra¢em v metabolismu tryptofanu se wukéazal byt neddvno popsany
indolamin 2,3-dioxygendza-like  protein neboli  indolamin 2,3-dioxygenaza 2 (IDO2).
U clovéka je kdédovan genem IDO2 strukturné podobnym a sousedicim s genem /DO, ktery
kéduje enzym IDO, v literatufe nékdy oznacovany jako IDOI1 ¢i INDO. Oba geny lezi na
osmém chromozomu jak u mysi, tak u ¢lovéka. Enzym TDO je kodovan genem TDO2. Geny
IDO1 a TDO?2 jsou si fylogeneticky nepiibuzné, coz vSak neplati v piipadé /DO2, ktery vznikl
pravdépodobné duplikaci genu pro IDO jesté¢ pied vznikem ¢EtyfnoZeii. Protein IDO2 je
exprimovan v mysich ledvindch, nadvarlatech a také jatrech. Ma stejnou enzymatickou
aktivitu a dokaze metabolizovat podobnou Skalu substratti jako IDO; jsou si navic strukturné
velmi podobné (Ball et al. 2007). Lidské IDO a IDO2 maji ale rozdilnou enzymovou kinetiku
a také riizné specifické inhibitory, coz vede k zavéru, Zze IDO a IDO2 mohou mit in vivo

odliS$nou roli a nejsou tedy funkéné redundantni (Meininger et al. 2011).



3. Fyziologické funkce IDO

Ackoliv IDO a TDO katalyzuji stejnou reakci, rozdilné tkanova exprese odrazi jejich
odlisnou fyziologickou funkci. TDO je hlavnim enzymem kontrolujicim homeostazu
tryptofanu a rozklada vétSinu tryptofanu pfijatého v potravé (shrnuto v Badawy 2017). IDO
hraje dilezitou roli v imunitnim systému, ale zarovenl je jednim z mechanismi maligni
transformace bun¢k piispivajicim ke vzniku rakovinného bujeni a nadory jej bézné exprimuyji
(Uyttenhove et al. 2003). V soucasnosti piibyvaji dukazy, ze v progresi nadorovych
onemocnéni mohou hrat roli i dal§i dva enzymy katabolizujici tryptofan. Exprese TDO byla
prokazana u ruznych typt lidskych nadord, kterym pomahd v ristu, podobné jako IDO
(Pilotte et al. 2012). IDO2 byl detekovan u nékterych nadorovych linii (Witkiewicz et al.

2009), avsak jeho aktivita a zapojeni do protinddorové imunity zatim nejsou objasnény.

IDO je soucasti prirozené obrany téla proti mikroorganismim. V 70. letech 20. stoleti
Yoshida a Hayaishi prokézali zvySenou expresi tohoto enzymu v plicich mysi po aplikaci
bakteridlniho endotoxinu (Yoshida a Hayaishi 1978) a infekci virem chiipky (Yoshida et al.
1979). Vroce 1984 byla deplece tryptofanu popsana jako jeden z mechanismi, kterym
imunitni systém bojuje proti namnozZeni protozoarniho parazita Toxoplasma gondii v lidskych
fibroblastech (Pfefferkorn 1984). Infekce bakteriemi, parazity a viry zpusobuje silnou
zanétlivou odpoved, jejiz soucasti je produkce interferonu y (IFN-y), kterym jsou bunky
stimulovany k expresi IDO (Takikawa et al. 1988). Jelikoz je tryptofan pro pteziti patogenti
v téle nezbytny, antimikrobidlni efekt IFN-y je vysledkem indukce enzymu IDO. Mezi lidské
patogeny citlivé na IDO-dependentni nedostatek tryptofanu patii naptiklad bakterie rodu
Streptococcus (MacKenzie et al. 1998) ¢1 Chlamydia (Byrne et al. 1986) a viry jako herpes
simplex (Adams et al. 2004) nebo virus spalnic¢ek (Obojes et al. 2005). Vysledky Cetnych
studii jsou jasnym potvrzenim, ze jednim z fyziologickych tkold IDO je likvidace Skodlivych

patogenil cestou deplece esencialni aminokyseliny tryptofanu.

Jednim z organtli s vysokou expresi IDO je placenta. V 90. letech 20. stoleti byla u
mySi poprvé popsdna imunosupresivni funkce tohoto enzymu, a to pravé diky studiu
metabolismu placentalniho tryptofanu. Enzym IDO je vysoce exprimovan v mysSim
trofoblastu a pokud byl mysi nesouci semialogenni plod podan inhibitor IDO, vyvolalo to
prudkou T bunécnou odpoved’ a rychlou rejekei plodu (Munn et al. 1998). Sav¢i placenta ma
tedy diky katabolismu tryptofanu mozZnost potlacit aktivitu T lymfocytl, ¢imz pfispiva ke

svému postaveni imunologicky privilegované tkan¢.



Supresivni u¢inky IDO jsou velmi dulezité v procesu kontroly zanétu imunitnim
syst¢tmem. IDO je bézné exprimovan antigen prezentujicimi buiikami (antigen presenting
cell; APC), makrofagy (Munn et al. 1999) a dendritickymi butikami (dendritic cell; DC) (Hwu
et al. 2000), ale v piipad¢ zanétu muze byt indukovan napiiklad u stfevnich epitelidlnich
bun¢k (Barcelo-Batllori et al. 2002) nebo koznich fibroblastd (Varga et al. 1995).
Katabolismem tryptofanu dokdzi buiiky produkujici IDO mirnit lokalni projevy zanétu a
zablokovani ¢i odstranéni kynureninové drahy se projevi vyraznym zhorSenim zanétlivé
reakce jak u mysich modelii s chronickou infekci (Romani et al. 2008), tak pfi reakci St€pu
proti hostiteli (Jasperson et al. 2008). Produkce IDO je podpotena prozanétlivymi cytokiny,
napiiklad interleukinem 1 (IL-1), ataké toll-like receptorovymi (TLR) ligandy, naptiklad
lipopolysacharidem (LPS), které synergizuji s u¢inkem IFN-y, silného induktoru exprese IDO
(Hissong et al. 1995). Mohlo by se zdat paradoxni, Ze prozanétlivé signdly vyvolavaji
imunosupresivni odpovéd’, ale je to pravdépodobné zplsob, jakym se pfedchéazi nezadouci
nadmérné aktivaci T lymfocyti v misté¢ lokdlniho zanétu. Konecné¢, v nedavné dob¢ bylo
popsano, ze kynureninova drdha a jeji metabolity selektivné potlacuji prozanétlivou Thl17
odpovéd’ (de Araugjo et al. 2017), ¢imz se posunuje pomér pomocnych Th17 a regulacnich
T lymfocyti (Treg) ve prospéch Treg, které mohou mirnit zanét a zabranit piipadnym
patologickym dusledkim. V tomto kontextu piibyva dikazt, ze IDO je také dilezitym
negativnim reguldtorem autoimunitnich onemocnéni. V experimentalnich modelech lidské
roztrousené sklerdzy (Yan et al. 2010), revmatoidni artritidy (Szant6 et al. 2007) ¢i diabetu
1. typu (Fallarino et al. 2009) hraje IDO klicovou roli pfi navozeni tolerance a rozvinuti

nemoci, s ¢imz je tteba pocitat pii vyvoji 1éCiv pro prevenci a terapii téchto onemocnéni.

Nedéavno se objevil novy pohled na biologii IDO. Mimo to, Ze rozklada tryptofan a
produkuje kynureniny, funguje jako signalni molekula. Neenzymatické aktivita IDO je u DC
vyvolana imunosupresivnim transformujicim rstovym faktorem B (transforming growth
factor p; TGF-B), ktery indukuje fosforylaci ITIMs (immunoreceptor tyrosine-based
inhibitory motifs) na regulatni doméné¢ molekuly IDO, na které se vazi fosfatazy SHP-1 a
SHP-2 (Src¢ homology 2 domain phosphotyrosine phosphatase 1/2), ¢imz je pozitivné
ovlivnéna dlouhodoba exprese IDO (Grohmann et al. 2011). Na druhou stranu, pfitomnost
prozanétlivého interleukinu 6 (IL-6) stimuluje interakci proteint SOCS3 (suppressor of
cytokine signalling 3) s témi stejnymi fosforylovanymi ITIMs, coz vede k degradaci IDO
v proteazomu (Orabona et al. 2008). V zavislosti na okolnostech tedy IDO kooperuje

s molekulami, které vyvolaji bud’ dlouhodobou supresivni nebo naopak zanétlivou odpoved.



4. Exprese IDO u antigen prezentujicich bunék

IDO muze byt exprimovan jako odpoveéd’ na zanét riznymi bunéénymi typy, napiiklad
sttevnim epitelem nebo fibroblasty, avSak z hlediska nadorové imunity je nejvyznamnéjsi
exprese IDO u profesionalnich APC. U ¢lovéka byla IDO-zprostiedkovana suprese T bunééné
proliferace prokazana nejprve ve studii za pouziti makrofagh diferencovanych z monocytt
(Munn et al. 1999) a ta byla posléze nésledovana experimenty, které se zaméfily na

fyziologicky vyznamnéjsi, od monocytii odvozené DC (Hwu et al. 2000).

Grohmann a kolegové pfisli s hypotézou, ze in vivo jsou pouze urcité skupiny DC
schopné exprimovat IDO. Teorie byla zalozena na mysich experimentalnich modelech, které
ukéazaly, ze aktivita enzymu je po oSetfeni bunc¢k IFN-y invitro vyvolana ptednostné
u CD8a" podtypu DC (Grohmann et al. 2000). Pfi imunohistochemické detekci proteinu IDO
in vivo bylo zjisténo, ze oSetieni fiznim proteinem, tvofenym cytotoxickym T lymfocytarnim
antigenem 4 aimunoglobulinem (CTLA4-Ig), zvySuje hladinu funkéniho IDO pouze
u urcitych subtyptt mysSich APC ve sleziné. Takovd odezva byla pozorovana primarné
u plazmacytoidni B220"a CD8a" populace slezinnych DC (Mellor et al. 2003), coz nasledné
potvrdily i experimenty se slezinnymi DC, které byly izolovany z mySi vystavenych
CTLA4-Ig a nesly pravé tyto markery (Mellor et al. 2004). Autofi dosli k zavéru, ze mezi
IDO-kompetentni APC mysi patii podmnozina DC nesouci B220 a CD8a, ale mozna i dalsi
subtypy DC a makrofagt, které je tieba dale specifikovat.

Je dilezité tici, ze 1 v piipadé, ze je APC schopna exprese IDO, skute¢nd ptritomnost ¢i
absence funkéniho enzymu zéavisi na specifickych signalech pfijimanych z okoli. Néekteré
imunogenni podnéty mohou snizovat produkci IDO u bunck, které by jej normalné
exprimovaly. Na druhou stranu, tolerogenni stimuly mohou zptisobit expresi IDO u bunék,
které jej bézné¢ neprodukuji. Pfi vazbé rozpustného CTLA4-Ig na B7-1/B7-2 receptor na
povrchu CD8™ DC, se jinak imunogenni DC stanou tolerogennimi, protoZe se v nich iniciuje
imunosupresivni katabolismus tryptofanu. Naproti tomu aktivace CD40 u tolerogennich
CD8" DC blokuje jejich supresivni aktivitu a déla z nich buiiky schopné imunogenni
antigenni prezentace. To znamend, Ze povaha T bunéénych ligandi mlZze ménit pivodni
funkci DC tak, aby vyhovovala konkrétnim potfebam imunitniho systému v dané situaci

(Grohmann et al. 2003).

IDO tedy funguje jako mediéator tolerogennich uc¢inkl fuzniho proteinu CTLA4-Ig
(Grohmann et al. 2002). Pokud bychom knému chtéli hledat analogii v biologickych

systémech, nalezli bychom ji u Treg lymfocyt, které na svém povrchu exprimuji
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CTLA4 protein (obr.3). Diikazem je pozorovani mysich CD4" Treg lymfocyti nesoucich
povrchovy CTLA4, které vazbou na B7-1 (CD80) nebo B7-2 (CD86) receptor
IDO-kompetentnich DC stimuluji expresi tohoto enzymu (Mellor et al. 2004). Obdobné je
tomu 1 u lidi, kde je pro iniciaci exprese funk¢niho IDO opét nutna vazba B7-1/B7-2 molekul

na povrchu IDO" DC s CTLA4 na povrchu CD4" Treg lymfocyti (Munn et al. 2004).

V nékterych ptipadech je schopnost Treg lymfocyti potlacit odpovéd CD8" T bunék
zcela zavisld na jejich schopnosti indukovat katabolismus tryptofanu v DC (Mellor et al.
2004). Takové vysledky naznacuji, ze Treg lymfocyty pravdépodobné vysilaji signal ve
prospéch exprese IDO a ten se naopak stava jednim z efektorovych mechanismi, jakym
mohou Treg uplatnit svou imunosupresivni funkci. A navic, IDO-dependentni degradace
tryptofanu je nutnd pro plazmacytoidnimi DC indukovanou diferenciaci novych Treg
lymfocytl z naivnich CD4" T bun€k (Chen et al. 2008) a stimulaci jiz aktivnich Treg
lymfocytl k supresorové aktivité (Sharma et al. 2007). VSechna pozorovani dohromady
podporuji hypotézu, ze mize existovat zpétnovazebna smycka zahrnujici interakce mezi
IDO-kompetentnimi DC a Treg lymfocyty, které se navzajem kontroluji.

regulatory Tcells
CD25*FOXP3*

@ effector Tcells
e

1\“‘" ,!

Trp Krn
Krn ‘“‘.’3 c

naive Tcells
CD25FOXP3-

effector Tcells

P T-cell apoptosis or anergy
W T-cell proliferation
IDO-expressing = 1
- —— QL T-cell clonal expansion
ITreg induction

Obrazek 3 — IDO-zprostfedkovanad degradace tryptofanu pomoci DC. Prozanétlivé signaly,
napiiklad IFN-y, stejné jako signalizace pomoci T lymfocytd indukuji expresi IDO u DC.
CTLA4 na bunétné membrané Treg vaze B7-1/B7-2 receptor na povrchu DC a aktivuje
unich IDO-dependentni tolerogenni mechanismy. Exprese IDO vede k inhibici funkce
i proliferace efektorovych T bunék a tvorbé novych CD25" Foxp3™ Treg bunék z naivnich
CD25 Foxp3™ T lymfocyt; Krn, kynurenin; Trp, tryptofan; IFN-y, interferony; CTLA4,
cytotoxicky T Ilymfocytarni antigen; IDO, indolamin 2,3-dioxygenaza; MHC, hlavni
histokompatibilni komplex; TCR, T bunécny receptor (ptevzato z Curti et al. 2009)



5. Zpiusoby potlaceni imunitniho systému enzymem IDO
Molekularni mechanismy, kterymi IDO dokdze regulovat imunitni reakce, jsou stale
predmétem intenzivniho studia. MoZnosti imunosuprese enzymem IDO zahrnuji jak pfimé

ovlivnéni T lymfocytl zprostiedkované depleci tryptofanu, tak vliv metabolitli kynureninové

dréhy (obr.4).
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Obrazek 4 - Mechanismy imunosuprese enzymem IDO, ktery katalyzuje poc¢atecni krok
katabolismu tryptofanu kynureninové drahy. V disledku toho se buikdm nedostava
tryptofanu, takZze dojde k inhibici mTOR a aktivaci GCN2 drahy, coz vede k anergii
efektorovych T bun€k. Zaroven se produkuje bioaktivni slouc¢enina kynurenin, ktery se vaze
na AhR, ¢imz se stimuluje diferenciace Treg lymfocytli; TC, nadorova bunka; DC,
dendriticka buinika; MF, makrofag; EC, endotelidlni buiika; FB, fibroblast; IDO, indolamin
2,3-dioxygendza; Trp, tryptofan; Krn, kynurenin; mTOR, mammalian target of rapamycin
draha; GCN2, general control nonderepressible kinase 2 drdha; AhR, receptor pro aromatické

uhlovodiky (pfevzato z Brochez et al. 2017)

5.1. Deplece tryptofanu

Historicky prvnim popsanym IDO-dependentnim mechanismem inhibice T lymfocytt
byla deplece tryptofanu. Jiz dfive bylo pozorovéno, ze vysoka koncentrace tryptofanu
v médiu rusi antimikrobidlni G€inky IDO (Pfefferkorn 1984). Pozdé&jsi studie poskytly diikaz,
ze nadmérna déavka tryptofanu brani také IDO-dependentni inhibici T bun¢k (Mellor et al.
2004, Munn et al. 1999). Aktivace mysich 1 lidskych T lymfocyt pii nedostatku tryptofanu
in vitro vede k zastaveni bunécného cyklu v G1 fazi (Lee et al. 2002, Munn et al. 1999); takto

aktivované buiiky jsou navic nachylngjsi ke smrti apoptdzou (Lee et al. 2002).



T lymfocyty mohou detekovat nizkou hladinu tryptofanu v prostiedi dvéma signalnimi
drahami citlivymi na koncentraci aminokyselin. Prvni z nich za¢ina aktivaci GCN2 (general
control nonderepressible 2) kindzy, kterd patii mezi kindzy odpovidajici na stresové
podminky, vtomto piipadé vyvolané nedostatkem tryptofanu (Munn et al. 2005). GCN2
obsahuje kinazovou a regulacni doménu, kterd vaze nenabité, deacetylované molekuly
transferové RNA (transfer RNA; tRNA). GCN2 drédha slouzi jako senzor bunééného
hladovéni, takze nedostatek jakékoli aminokyseliny zplsobi, ze regulaéni doména navaze
deacetylovanou tRNA, ¢imz se aktivuje doména kindzova (Dong et al. 2000) a vysledkem je
Fosforylovany elF2 blokuje translaci vétSiny mediatorovych RNA (messenger RNA; mRNA)
na ribozomech, ale selektivn¢ podpofi translaci nékolika malych transkript, kterym je
napiiklad aktivaéni transkripéni faktor 4 (activating transcription factor 4; ATF4) (Harding et
al. 2000). Tyto faktory zahajuji transkripci fady dalSich gend, které u CD8" T lymfocytl
vyvolaji zastaveni bunécného cyklu a funkéni anergii. T buiiky s cilenym preruSenim GCN2
signalni drahy jiz nejsou citlivé k pisobeni IDO; u bun¢k nedochazi k Gtlumu proliferace ani
nevstupuji do stavu anergie (Munn et al. 2005). Tato draha navic stimuluje naivni CD4" T
lymfocyty k diferenciaci naregulaéni fenotyp (Fallarino et al. 2006) a aktivuje
imunosupresivni funkci Treg bunék (Sharma et al. 2007). GCN2 odpovida i na nedostatek
dalsich aminokyselin, nejen tryptofanu. Také nizka koncentrace L-argininu zpisobena
aktivitou enzymu arginaza [ (ARG1) aktivuje GCN2 signdlni drahu, kterd ma na T lymfocyty
podobny antiproliferacni efekt a mize tak podpofit aktivitu IDO (Rodriguez et al. 2007).

Druhym zptsobem signalizace pii nedostatku aminokyselin je mTOR (mammalian
target of rapamycin) kindzova dréha, kterd je inhibovdna nizkou koncentraci volného
tryptofanu (Metz et al. 2012). Drdha dostala jméno podle svého inhibitoru rapamycinu
a v buiice miize regulovat celou fadu procesti od bunééného metabolismu, ptes proliferaci az
k autofagii (shrnuto v Laplante a Sabatini 2009). Signalizace probihd pomoci dvou odlisnych
multiproteinovych komplexti. Jsou to k rapamycinu citlivy mTORC1 (mTOR complex 1) a
mTORC2 (mTOR complex 2), ktery je via¢i nému netecny (Loewith et al. 2002).
Modifikované CD4" T lymfocyty postradajici mTOR signalizaci nejsou schopné diferenciace
v pomocné lymfocyty Thl, Th2 ani Th17, takze tyto naivni mTOR-deficientni CD4" T butiky
diferencuji ve Foxp3™ Treg lymfocyty (Delgoffe et al. 2009). Navic, pokud dojde k aktivaci
CD4" Thl bunéénych klonl za piitomnosti rapamycinu, jsou pfevedeny do stavu funkéni

anergie (Powell et al. 1999). Ztrata mTOR signalizace ma vliv i na naivni CD8" T lymfocyty.
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Postradaji-li  bunky mTORCI1 signadly, nejsou schopné diferenciace v efektorové
CD8" T lymfocyty. Na druhou stranu, pokud je inaktivovin mTORC2 komplex, pfeménu
naivnich CD8" v efektorové T buiiky to nijak vyznamné neovlivni, ackoliv maji tendenci

k diferenciaci spise v pamétové CD8" T lymfocyty (Pollizzi et al. 2015).

5.2. Metabolity kynureninové drahy

k potlaceni imunitniho systému toxické metabolity katabolismu tryptofanu. Mys$i thymocyty
aCD4" T bun&né klony jsou in vitro citlivé k meziproduktim metabolismu tryptofanu,
chinolinové a 3-hydroxyantranilové kyselin€, které u nich vyvoldvaji apoptézu. Zajimavé je,
ze takto indukovand apoptdza zasahuje pouze Thl lymfocyty, zatimco aktivita Th2 lymfocyti
zustava nedotcena (Fallarino et al. 2002). Autofi pfisli s myslenkou, ze aktivita IDO by mohla
ptispivat k udrzovani poméru Thl a Th2 lymfocytl v imunitnim systému a ovlivilovat
imunopatologické stavy zapfi€inéné nerovnovahou mezi témito dvéma populacemi
pomocnych T bunék. Stejné tak lidské CD4"a CDS8' T lymfocyty podléhaji G¢inkim
bioaktivnich latek vzniklych z tryptofanu. Slouceniny kynurenin, 3-hydroxykynurenin,
pikolinovd kyselina a 3-hydroxyantranilovda kyselina maji na aktivované¢ T bunky
antiproliferacni a cytotoxicky efekt, kterym mohou byt zasaZzeny nejen T lymfocyty, ale
napiiklad i pfirozeni zabijeci (natural killer; NK) (Frumento et al. 2002, Terness et al. 2002).
Molekularni podstata signalnich drah, kterymi jsou buiiky schopné detekovat a odpovidat na
kynureninové metabolity, neni zatim dobie prostudovéna, takze nelze 1épe definovat jejich

dalsi vliv na rizné bunécné populace.

Dnes je zndmo, Ze kynurenin produkovany na zakladé¢ IDO-dependentni drihy
katabolismu tryptofanu se vaZe na receptor pro aromatické uhlovodiky (aryl hydrocarbon
receptor; AhR) (Mezrich et al. 2010). AhR je ligandem aktivovany transkripéni faktor
puvodné identifikovany jako receptor pro xenotoxiny. Imunologicky vyznam AhR miize byt
rizny. Endogenni i exogenni ligandy mohou mit rozmanity vliv na odliSné populace
lymfocytl v zavislosti na afinit€¢ k AhR, délce vazby na receptor a dalSich faktorech
ovliviiujicich tuto signalizaci (shrnuto v Esser et al. 2009). Jak se zd4, kynurenin plisobi v roli
ligandu AhR imunosupresivné. Signalizace prostfednictvim AhR stimuluje diferenciaci
Foxp3™ Treg lymfocytli (Mezrich et al. 2010) a podporuje vznik tolerogenniho fenotypu DC
(Quintana et al. 2010). A nejen to, aktivace AhR je dllezitd pro samotnou expresi funkéniho

enzymu IDO v DC (Vogel et al. 2008), z ¢ehoz vyplyva, ze vazba kynureninu na AhR miize
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piedstavovat mechanismus, jakym DC reaguji na hladinu kynureninu v prostfedi a osa

kynurenin-AhR by mohla fungovat jako autokrinni signdl potiebny pro indukci exprese IDO.

S ohledem na vysledky téchto studii se otevira novd moznost terapeutického vyuziti
piirozeného ¢i uméle vyrobeného L-kynureninu, ktery miize ptispet k navozeni tolerance vici
transplantovanym organtiim (Bauer et al. 2005) nebo sniZzeni tkanového poskozeni

zpusobeného infekci (Romani et al. 2008).

5.3. Utlum okolnich antigen prezentujicich bunék

Dal$i moznosti suprese imunitni odpovédi prostrednictvim IDO je ovlivnéni blizkych,
IDO neexprimujicich profesionalnich APC. Bylo popsano, ze IDO-kompetentni DC dokazi
pfimo potlacit odpovédi T bun€k na antigeny, které jsou prezentovany sousedicimi
nesupresivnimi IDO~ APC. Tento efekt suprese okolnich bunék (bystander suppression) byl
pozorovan jak in vitro, tak in vivo, kde malé populace IDO* DC bunék u¢inné potlacuji
vSechny odpovédi T bun¢k na urcity antigen, pfestoze je tento antigen prezentovan nékolika
riznymi IDO~ APC. Je dileZité zdiraznit, ze IDO™ DC piisobi ve specificky definovaném
lokdlnim kontextu, ovlivni pouze blizké buniky a nemaji rozsdhlejsi systémovy efekt.
Mechanismy, které umoziuji potlacit aktivitu sousedicich T lymfocytl je tfeba dale objasnit.
Utlum okolnich bunék miize byt zptsoben lokdlnim vy&erpanim tryptofanu, produkci
kynureninli nebo imunoregulaénimi cytokiny. Kazdd ztéchto moZnosti muze pfispét
k potlaceni okolnich T lymfocytli odpovidajicich IDO™ APC, které jim prezentuji antigeny.
Lze ptedpokladat, ze ukolem IDO je udrZet supresivni charakter v mikroprostiedi dané tkané
a potlacit odpovédi i k antigeniim, které by byly za normalnich okolnosti prezentovany jako

imunogenni (Munn et al. 2004).
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6. Uloha IDO pii onkogenezi

Unik pfed hostitelskym imunitnim systémem je rozhodujicim krokem pro vznik
nadoru. K poznani jednoho z mnoha mechanismi onkogeneze vyrazné pfisp¢li Uyttenhove
s kolegy, kteti ukézali, ze vétSina lidskych malignich nddorovych linii exprimuje IDO.
U mysiho experimentadlniho modelu popsali nadory s vysokou mirou exprese IDO, které
uc¢inn¢ unikaji imunitnimu dohledu hostitele, protoze degradace tryptofanu v mikroprostiedi
vede k inhibici T buné¢né odpovédi proti nddorovym antigeniim. Na druhou stranu, pokud se
jedné o nador, ktery exprimuje malé mnozstvi ¢i viibec zadny enzym IDO, imunitni systém

nadorové bunky snadno rozpozna a likviduje (Uyttenhove et al. 2003).

Tato zjiSténi naznacuji, ze Uroven exprese IDO v nadorovych bunkéch muze byt
vyuzita pro odhad progndzy nadorovych onemocnéni. Okamoto a jeho tym takto zkoumali
mozny vztah mezi mirou exprese IDO u rakoviny vajecnikii ser6zniho typu a celkovym
prezitim, piiCemz zjistili, ze mnozstvi IDO exprimované v nadorech negativné koreluje
s délkou zivota pacientek (Okamoto et al. 2005). Exprese IDO je obvykle spojena se Spatnou
prognozou; at uz u pacientek postizenych karcinomem vaje¢nikii nebo nddory délozniho

hrdla (Inaba et al. 2010), tak naptiklad u akutni myeloidni leukémie (Chamuleau et al. 2008).

Mechanismu ptispivajicich k toleranci nadoru imunitnim systémem je mnoho. Mohou
pusobit bud’ v nadorovém mikroprostiedi nebo na kli¢ovych mistech, kde se buinky
imunitniho systému setkavaji s nddorovymi antigeny, coz jsou v piipad€ solidnich tumort
spadové lymfatické uzliny. V soucasnosti jiZ mame dikazy, které popisuji IDO jako soucast
tolerogennich mechanismt odehréavajicich se ve prospéch nadoru, at’ se jednd o znemoznéni
efektorovym T lymfocytim zabijet nddorové buiky (Uyttenhove et al. 2003) ¢i podpoteni
imunosupresivni aktivity Treg lymfocytl (Sharma et al. 2007).

IDO se miZe ucastnit téchto procesi dvéma zplsoby, bud’ je exprimovan
hostitelskymi APC (Hwu et al. 2000, Munn et al. 1999), které pohlcuji a na svém povrchu
vystavuji nadorové antigeny, a nebo je exprimovan piimo nadorovymi buiikami (Uyttenhove
et al. 2003), které potlacuji aktivitu efektorovych T lymfocyti pfimo v nédorovém
mikroprostiedi. Vyvstava zde tedy otazka, zda je pro riist nddoru rozhodujici exprese IDO
vlastnimi buiitkami nddoru ¢i buiikami hostitelovymi, jako jsou naptiklad IDO-kompetentni
DC nachazejici se vnadorovém mikroprostiedi a lymfatickych uzlinach. Da se ale
predpokladat, Ze nadorové a hostitelské IDO-kompetentni buniky spolupracuji na vytvoteni

imunosupresivniho prostiedi, které je pro riist nddoru klicové.
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6.1. Exprese IDO ve spadovych lymfatickych uzlindach nadoru

Naivni T builky rozpoznéavaji nadorové antigeny primarné prostiednictvim jejich
prezentace hostitelskymi APC, spiSe nez piimou prezentaci peptidii samotnymi nadorovymi
buitkami (Mierlo et al. 2004). Antigenni prezentace klidovym T lymfocytim se typicky
odehrdva ve spadovych Ilymfatickych uzlindch nadoru a vede k aktivaci nadorove
specifickych T lymfocyta, u kterych muze v nékterych ptipadech dojit k navozeni tolerance
vic¢i nadorovym antigeniim a potlaceni imunitni odpovédi (Sotomayor et al. 2001). Vzhledem
k tomu, ze vétSina naddorovych antigent je skuteéné nejprve prezentovana ve spadovych
lymfatickych uzlinach v okoli néddoru, neni pochyb o tom, Ze zde dochazi k vyznamnému

ovlivnéni protinddorové imunitni odpovédi (Cochran et al. 2006).

IDO je exprimovan ve spadovych lymfatickych uzlindch nadorii lidskych (Lee et al.
2003) i mySich (Munn et al. 2004). U ¢lovéka neni specificky IDO-kompetentni bunéény typ
pusobici v lymfatickych uzlindch plné¢ charakterizovan. Je ale ziejmé, ze jde obvykle o
hostitelské buiiky, které do uzlin migruji a Casto vykazuji morfologii plazmacytoidnich DC
(Lee et al. 2003). U mysi jsou imunosupresivni bunky exprimujici IDO ve spadovych
lymfatickych uzlinach fenotypové podobné plazmacytoidnim CDI11c¢" B220" DC a navic
koexprimuji CD19 marker typicky pro B bunéénou linii (Munn et al. 2004). Podobné CD19*
plazmacytoidni DC byly pozorovany také u fady nenddorovych modeld, u nichz byla
indukovana imunosuprese, napiiklad oSetfenim CpG oligonukleotidem (Mellor et al. 2005).
Vse nasvéd¢uje tomu, ze CD11c¢"” B220" CD19" fenotyp je tou hledanou IDO-kompetentni

podmnozinou DC pulsobici nejen ve spadovych lymfatickych uzlinach nadoru.

Bylo prokéazano, ze IDO" DC z nadorovych spadovych lymfatickych uzlin in vitro
potlacuji T bunééné odpovédi a po prenosu do naivnich mysi, které se nikdy nesetkaly
s danym antigenem, indukuji u T lymfocytd anergii prav€é vic¢i antigenu prezentovaném
prenesenymi DC (Munn et al. 2004). Takovy zpusob suprese v nadorovych lymfatickych
uzlinich muze probihat bud’ pfimo mezi antigen prezentujici IDO® DC a nadorové
specifickou T buitkou nebo muiZe jit o Gtlum odpovédi T lymfocytl na antigeny prezentované
sousedicimi APC (Munn et al. 2004). IDO-dependentni katabolismus tryptofanu je také
dalezity pro aktivaci klidovych Treg lymfocytti (Sharma et al. 2007) a diferenciaci novych
Treg z naivnich CD4" T bunék (Chen et al. 2008). Z vysledki je patrné, ze IDO-kompetentni
hostitelské DC, které se nachazi ve spadovych lymfatickych uzlindch nadoru, mohou
napomahat lokdlnimu potladeni imunitni odpovédi na nddorové antigeny a vytvofeni

systémové tolerance viici témto antigenim (obr.5).
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6.2. Imunosuprese v nadorovém mikroprostiedi

Dals$im potencialnim mistem aktivity IDO je samotné nddorové mikroprostiedi. Dnes
neni pochyb o tom, ze cela skala lidskych malignich linii pfimo IDO exprimuje (Uyttenhove
et al. 2003). Jak bylo jiz zminéno vyse, exprese IDO naddorovymi bunkami ¢asto koreluje se
Spatnou klinickou prognézou karcinomu vajenikii (Okamoto et al. 2005), melanomu
(Weinlich et al. 2007), nadora tlustého stieva (Brandacher et al. 2006), ale i dalSich typt
nadorovych onemocnéni. Neni zatim jasné, zda zhorSend prognoza ve srovnani s pacienty,
jejichz nadorové buiiky IDO neprodukuji, odrdzi imunosupresivni U¢inky enzymu nebo
obecngj$i zménu v biologii nadoru, kterd je spojena s expresi IDO. Nicméné, na zakladé
experimentalnich modeld je rozumné ptedpokladat, Ze pfima produkce IDO nadorovymi
buitkami dokéze vytvofit u¢inné¢ imunosupresivni mikroprostiedi (obr.5) a nddorové buiky

samy tlumi specifickou protinddorovou odpovéd’ (Uyttenhove et al. 2003).

Tumor-draining lymph node Tumor site
IDO-expressing IDO-expressing
plasmacytoid tumor cells
dendritic cells pe——
‘ a\oo J T
- y rp
Trp
Krn Krn
Trp activated tumor-
reactive Tcells activated tumor-
Krn reactive Tcells
nalve @
Tcells
IDO-induced
regulatory Tcells
regulatory
Tcells

effector Tcells
IT-ceII apoptosis or anergy lT-ceII effector function
W T-cell clonal expansion W T-cell clonal expansion

P Treg induction

P T-cell survival

Obrazek 5 - Ve spadovych lymfatickych uzlinach nadoru IDO" DC anergizuji
efektorové T buiky reagujici na antigeny prezentované piimo IDO* DC i sousedicimi APC.
IDO-dependentni DC mohou aktivovat Treg a fidit diferenciaci novych Treg z naivnich
CD4" T lymfocytd. Stejné tak v nadorovém prostiedi mohou buriky exprimujici IDO tlumit
efektorové T lymfocyty a stimulovat Treg k supresorové aktivité; Trp, tryptofan; Krn,
kynurenin; IDO, indolamin 2,3-dioxygenaza; MHC, hlavni histokompatibilni komplex; TCR,
T bunécny receptor (pievzato z Curti et al. 2009)
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IDO miize byt exprimovan konstitutivné nadorovymi buiilkami jako soucast
genetickych zmén spojenych s maligni transformaci, jakou je naptiklad ztrata Binl genu, pod
jehoz kontrolou se IDO nachazi (Muller et al. 2005). Jelikoz lze u mnoha nadorovych
bunéénych linii indukovat IDO pomoci prozanétlivych mediatora jakym je naptiklad IFN-y
(Takikawa et al. 1988), exprese IDO muze byt sekundarné vyvolana v nadorovych ¢i
hostitelskych buiikdch stromatu jako odezva na zanétlivé cytokiny produkované v pocatecni

fazi odpovédi hostitele proti nddoru (shrnuto v Schreiber, Old a Smyth 2011).

6.3. Vyznam IDO pro neovaskularizaci v misté nadoru

Neoangiogeneze neboli tvorba novych cév z jiz existujici sité kapilér je pro rlst tumoru
a tvorbu metastaz zcela zasadni. Angiogenni faktory nejsou ve vétsi mitfe produkovany, dokud
nejsou potreba k tvorbé novych cév ve fyziologickych procesech jako jsou reprodukce,
embryogeneze, organova diferenciace nebo oprava tkani pii zranéni ¢i zanétu. Béhem
tumorigeneze je nicméné tvorba novych cév stimulovana, a to predevsim diky produkci

angiogennich molekul v rdmci nadorového mikroprostiedi (shrnuto v Hoff a Machado 2012).

Jednou z angiogennich molekul by mohl byt i enzym IDO, jelikoZ je exprimovan jako
odpovéd’ na prozanétlivé cytokiny, produkované mimo jiné v prostfedi nadoru. Ve prospéch
této hypotézy hovoii experimenty provedené na mysich s nddory plic, u kterych vytfazeni
genu pro IDO znamenalo vyrazné zmenSeni vaskularizace plic a také sniZeni produkce

prozanétlivého cytokinu IL-6 (Smith et al. 2012).

Dalsi studie ukazala, ze metastazy v plicich IDO-deficientnich mys$i maji sniZenou
vaskularizaci a jejich vznik je zpomalen v porovnani s wild-type fenotypem. Dalsi ¢ast studie
pracovala s modelem kyslikem indukované retinopatie (oxygen induced retinopathy, OIR),
béZné pouzivanym ke studiu vaskularizace, aby bylo mozné ohodnotit dopad ztraty IDO na
tvorbu novych cév vnenddorovém prostfedi. Podle ocekavani se vrohovce u mysi
postradajicich IDO v porovndni s wild-type kontrolami projevilo vyrazné snizeni

neovaskularizace (Mondal et al. 2016).

Nasledovaly experimenty testujici hypotézu, ze ucinky IDO jsou kontrolovany
rovnovahou mezi prozanétlivymi cytokiny IFN-y a IL-6. Potvrdilo se, ze IDO funguje jako
negativni kontrola antiangiogenniho ucinku IFN-y. Vyfazeni genu pro IFN-y
v IDO-deficientni mysi zplsobi obnoveni neovaskularizace uOIR 1 metastatickych

experimentalnich model. Na druhou stranu, vyfazeni genu pro IL-6 se projevi snizenou

16



tvorbou novych cév vobou zminénych modelech, podobné¢ jako pii defektu IDO.
To znamena, ze vliv IDO na neovaskularizaci je pfimo zavisly na IFN-y, pficemz ztrata IDO
se vtomto ohledu podobd ztraté¢ IL-6. Tyto dva zanét regulujici cytokiny kontroluji,
respektive jsou kontrolovany IDO, ¢imz se podtrhuje vyznam propojeni IDO a zanétu
v nadorovém mikroprostiedi. V kazdém ptipad¢€, neovaskularizace izce souvisi s celkovym
prezitim mysi s plicnimi metastdzami. V tomto ohledu by tedy lécba inhibitory IDO mohla
mit negativni vliv i na nddorovou neovaskularizaci, coz je potfeba brat v ivahu pti budoucim

vyvoji takovychto latek (Mondal et al. 2016).

6.4. IDO a supresorové buiiky odvozené 7 myeloidni linie

Supresorové builky odvozené od myeloidni bunécné linie (myeloid-derived
suppressor cells; MDSC) jsou dal$i z vyznamnych imunosupresivnich bunéénych populaci
pfitomnych v nadorovém mikroprostfedi. V sou€asnosti neni vztah mezi IDO a MDSC
detailn€¢ prostudovan. Zda se, ze IDO miize vyznamné piispét k aktivaci MDSC a jejich
migraci do nadorového mikroprostfedi, pravdépodobné prostfednictvim mechanismu
zavislého na Treg lymfocytech. Ve prospéch této hypotézy hovoii studie, kterd ukazuje, Ze je
exprese IDO u lidskych melanomt spojena s intenzivni infiltraci MDSC do nadoru. Pfidani
selektivniho inhibitoru IDO in vivo potla¢i imunosupresi udrZovanou nadorem tak, Ze
poklesne pocet MDSC i Treg infiltrujicich nador, pficemz se potlaci i jejich imunosupresivni
funkce (Holmgaard et al. 2015). U ¢lovéka byly dokonce popsany buiiky fenotypoveé shodné
s MDSC, které in vitro exprimuji vysoké hladiny funkéniho IDO a tim zajiStuji Gtlum

efektorovych T lymfocytl (Yu et al. 2013).

6.5. IDO a komplementovy systém

IDO-dependentni draha metabolismu tryptofanu byla v neddvné dobé spojena
s kontrolou aktivace komplementového systému v ramci nadoru. Pfesny mechanismus tohoto
propojeni neni zatim prozkouman, ale v ptipadé mySich nadorli mozku byla blokdda IDO
zasadni pro aktivaci komplementu v disledku radiochemoterapie. Samotna chemoterapie ani
radioterapie nezpiisobi iniciaci komplementové kaskady, ale po zafazeni inhibice IDO dojde
k jeji aktivaci, a to ma za nasledek prodlouZeni celkového pieziti 1écenych mysi (Li et al.
2014). V tuto chvili je nutné provést vice studii na to, aby bylo mozné objasnit pfesnou

povahu tohoto propojeni.
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7. Inhibice IDO jako novy zpiisob imunoterapie?

Moznosti, jak zablokovat IDO, je hned nékolik. Za prvé je mozné provést knockout
neboli inaktivaci genu, jak to ve svém vyzkumu IDO provedli naptiklad Holmgaard
a kolektiv. V tomto piipad¢ jsou ob¢ alely genu pro IDO nefunkéni, tim padem nedochazi
k tvorbé¢ enzymu (Holmgaard et al. 2013). Také je mozné vyuzit shRNA (small hairpin
RNA) k zastaveni ribozomalni translace mRNA transkriptu pro IDO. Doprava shRNA do
bunky se déje pomoci vektoru, naptiklad bakterie Salmonella typhimurium, nesouciho pro
IDO specificky rekombinantni shRNA plazmid. V mist¢ nadoru dojde kuvolnéni
plazmidu, naStipaAni mRNA a umlceni exprese IDO (Blache et al. 2012). NejcastéjSim
zpiisobem inhibice IDO je ale vyuziti malé molekuly blokujici enzymatickou aktivitu IDO.

24

pro 1écbu lidskych nadorovych onemocnéni vice nez zadouci.

V pribéhu poslednich desetileti bylo mnohokrat dokazano, ze kompetitivni inhibitor
I-methyltryptofan (1MT) nebo genetické modifikace bunék zamezujici expresi IDO vedou
u experimentalnich modeli k zastaveni rGstu nadord spolu s vyvolanim protinadorové
imunitni odpovédi. VétSina preklinickych studii vyuZivala k inhibici IDO racemickou smés
agens. Pfimé porovnani stereoizomerd in vivo v mysich experimentalnich modelech ukazalo,
ze D forma IMT lépe brani T bunétné supresi stimulované IDO-kompetentnimi DC, takZe je
vhodngjsim prosttedkem k posileni protinddorové imunitni odpovédi pii kombinované

imunochemoterapii (Hou et al. 2007).

Nicméng, inhibice IDO coby samostatny lécebny zasah Casto nedokaze, stejné jako
vétSina imunoterapeutickych protokold, zplsobit Uplnou eradikaci nadoru a zabranit progresi
onemocnéni. Z tohoto diivodu je uloha latek inhibujicich IDO sméfovana spise k tomu zvysit
ucinnost chemoterapeutik ¢i jinych imunomodulatort, pficemz nékteré z téchto kombinaci

m¢ély v preklinickych testech slibné vysledky (Holmgaard et al. 2013, Muller et al. 2005).

Ve studiich se nejcastéji vyskytuji dvé latky, indoximod (1-methyl-D-tryptofan)
a epacadostat (INCB024360), ale objevuji se i pokusy o vyvoj zcela novych sloucenin
blokujicich aktivitu IDO. Z pfedbéznych vysledkl klinickych zkouSek se toxicita inhibitorQ
jevi jako nizkd, dokonce i pfi trvalém podavani, coz je pro terapeutické vyuziti atraktivni.
Mezi nejbéznéjSimi vedlejSimi Uc€inky 1éCby se objevuji unava, anémie, hyperglykémie,
infekce, dusnost, bolesti bficha a nevolnost. Jde vétSinou o méné zdvazné problémy, coz je

opét z pohledu 1écby pozitivni (Beatty et al. 2017, Soliman et al. 2016). Na druhou stranu,
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zatim nebyl publikovan dostatek vysledkt klinickych studii na to, abychom mohli provést

celkové zhodnoceni téchto 1écebnych strategii.

7.1. Vysledky preklinickych studii nékterych zviiecich modelit nadoru

Prvni pokusy zaméfit se na IDO v ramci imunoterapie byly provedeny na nékolika
zvitecich modelech. Prvnim popsanym kompetitivnim inhibitorem IDO byl IMT, ktery
vykazoval protinadorovou aktivitu u mysi, kdy byly do podkozi injikovany rtzné IDO"
nadorové¢ linie (Uyttenhove et al. 2003). Muller a kolektiv poprvé zaznamenali, ze kombinace
cytotoxického agens s malou molekulou inhibitoru IDO mtze vyvolat regresi naddoru, ktery je
vici 1écbeé samotnym chemoterapeutikem odolny. Jako experimentalni model jim poslouZila
MMTV-Neu mys, obecné ustdleny model rakoviny prsu. Na zakladé¢ experimenti pfisli
s myslenkou, ze inhibice IDO mulze v obecném méfitku vést ke zlepSeni ucinnosti

chemoterapie nadoru (Muller et al. 2005).

Inhibice IDO se da kombinovat nejen s chemoterapii, ale také s imunoterapeutiky.
Holmgaard a kolektiv jako prvni demonstrovali, Ze knockout IDO se u mySsi oSetfené
protilaitkou proti CTLA4 projevi vyraznym zpomalenim rdstu melanomu a zvySenim
celkového preziti ve srovnani s wild-type fenotypem. Stejny efekt byl pozorovan také u
protilatek zamétenych proti molekuldm PD-1 (programmed cell death protein 1) a PD-L1
(programmed death-ligand I). Autofi se pokusili ur€it, zda je kombinace protilatky a inhibice
IDO aplikovatelnd kromé melanomil také na dalSi nadory, které ptirozené exprimuji IDO.
Zkoumali, zda je lécba anti-CTLA4 protilatkou ipilimumab a IDO inhibitorem 1MT
dostate¢na k vyvolani rejekce experimentilnich naddort, které bud’ ptirozené exprimuji vysoké
hladiny IDO, nebo jsou k jeho nadmérné produkci uméle stimulovany. V obou ptipadech byla
pouzitd kombinace anti-CTLA4 a IMT vyrazné 0€inngj8$i, neZ samotnd anti-CTLA4
monoterapie. Kombinovana 1é¢ba vedla k pomalej§imu riistu naddor a lepSimu celkovému
pieziti nez samostatnd monoterapie. Na zaklad¢€ vysledka autofi vyvodili, Ze inhibici IDO lze

podpofit t€¢inek T bunéénych imunoterapii (Holmgaard et al. 2013).

Jedna z nedavnych studii pfichazi s novou strategii systémové blokace IDO ve spojeni
s lokalni radioterapii a imunoterapii, kterou je intratumoralni aplikace CpG oligonukleotidi.
Ta totiz prostiednictvim TLR9 stimuluje vrozenou 1 adaptivni imunitu, ale miize paradoxné
vyvolat i expresi imunosupresivniho enzymu IDO (Mellor et al. 2005). Z dosavadnich

vysledkl se zatazeni inhibice IDO do této 1écby ukazuje jako ucinny prostiedek ke snizeni
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progrese nadoru a omezeni imunosupresivnich mechanismt, vcetné¢ Treg lymfocytd,
v nadorovém mikroprosttedi. Trojitd kombinace radiace, CpG imunoterapie a inhibice IDO
vyvolé systémovou protinddorovou odpovéd’, brani tvorbé metastaz a zvySuje Sanci pacientd
na preziti. Pilotni studie byly provedeny na mysSich modelech a pozd¢ji byl tento zplsob
terapie ovéfen v klinickych zkouskdch na psech. Z experimentli je patrné, ze trojité
kombinovana 1é¢ba potlacuje intratumoralni imunosupresi, vyvolava silnou imunitni odpovéd’

a navic ma pomérné¢ nizkou nezadouci toxicitu (Monjazeb et al. 2016).

7.2. Klinické zkouSky inhibitorii u ¢lovéka

Rada slou¢enin pouzivanych k inhibici IDO byly nebo pravé jsou testovany v prvni &i
druhé fazi klinickych zkousek. Né&které latky se dostaly dokonce do tteti faze klinickych testii
v kombinaci s moderni imunoterapii ¢i klasickou lécbou. V soucasnosti probihd nékolik
desitek klinickych studii s ii¢elem vyhodnotit bezpecnost a u¢innost zasahti zamétenych proti

IDO u pacientt s riznymi typy nadorovych onemocnéni (http://www.clinicaltrials.gov).

7.2.1. Epacadostat

Prvnim ze dvou nejpouzivanéjSich inhibitori IDO je orilné¢ podavany epacadostat
(znamy také jako INCBO024360). Studie, u kterych byly zvefejnény predbézné vysledky,
poskytly zakladni informace o bezpec¢nosti a G¢innosti epacadostatu u riiznych onkologickych
onemocnéni. Prvotni studie (NCT01195311) byla provedena za i€elem urceni snaSenlivosti,
farmakokinetiky a farmakodynamiky tohoto ptipravku. Do studie bylo zafazeno 52 pacientl
s riznymi pokroCilymi malignitami, ktefi dostavali 50-700 mg epacadostatu peroralné
dvakrat denné¢ béhem doby 28 dni, aZ do progrese onemocnéni ¢i projevil toxicity. U vSech
pacientll bylo pozorovano vyrazné sniZeni poméru kynureninu vi€i tryptofanu v plasmeé a 15
pacientl dosahlo stabilizace nemoci. Epacadostat byl obecné dobfe tolerovan i1 ve vysokych
davkach a neprojevila se zadna pifima korelace mezi mnozstvim léku a toxicitou. Autofi

stanovili doporucenou davku pro monoterapie na 600 mg dvakrat denn¢ (Beatty et al. 2017).

Dalsi z klinickych zkousek (NCTO01604889) testovala ipilimumab a epacadostat
u pacientll s metastatickym melanomem. Sedmi pacientim bylo podavano 300 mg latky
epacadostat dvakrat denné plus ipilimumab intraven6zn€ v mnozstvi 3 mg/kg kazdé 3 tydny.
Po vysazeni 1écby dosahlo Sest ze sedmi stabilizace nemoci. Druha ¢ast testli probihala se

skupinou osmi pacientd a po prvnim hodnoceni bylo u Sesti z nich zaznamenano zmenSeni
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nadoru. U tii pacient doSlo ke dlouhodobé stabilizaci nemoci. Na zéklad¢ piedbéznych
vysledkll autofi studie soudi, ze kombinace epacadostat a ipilimumab ma potencidl ke
zlepSeni efektu 1éCby protilatkou (Gibney et al. 2014). V soucasnosti téz piibyva dat
z klinickych  testii  inhibitoru epacadostat v kombinaci s anti-PD-1  protilatkami
pembrolizumab a nivolumab u pacientii s pokroCilymi stadii rGznych nadorovych
onemocnéni, jako jsou kolorektalni karcinom, rakovina hlavy a krku ¢i nemalobunéény
karcinom plic (Gangadhar et al. 2015, Perez et al. 2017). Ve véts$ing ptipadi je inhibitor spolu

s protilatkou pacienty dobfe piijiman.

7.2.2. Indoximod

Druhym bézn€ pouzivanym inhibitorem IDO je oralné¢ podavana latka indoximod
(oznacovanad jako I-methyl-D-tryptofan nebo NLG8189). Prvni lidska klinicka studie
(NCT00567931) zahrnovala pacienty s riznymi pokro¢ilymi malignitami, kterym byla
podavana postupné se zvysSujici davka 1éku az do mnozstvi 2000 mg dvakrat denné.
Indoximod byl bezpeény ve vSech davkach, az po ty nejvyssi. Nejlepsim vysledkem byla

dlouhodoba stabilizace nemoci u péti pacientt z 48 testovanych (Soliman et al. 2016).

Nasledujici studie (NCT01191216) testovala indoximod, jako prostfedek k podpoie
terapeutického ucinku docetaxelu, mikrotubuldrniho jedu, ktery je Siroce vyuZzivan pro 1écbu
raznych novotvart. Tato studie zahrnovala 27 pacientti s metastatickymi nadory. Za ticelem
stanoveni maximalni tolerované davky indoximodu v kombinaci s docetaxelem bylo
pacientim poddvano 300-2000 mg indoximodu dvakrat denné a 60-75 mg/m? docetaxelu
kazdé 3 tydny. Z dvaadvaceti hodnocenych pacienti, ¢tyfi zaznamenali ¢aste¢nou odezvu na
1é¢bu a u deviti se nemoc stabilizovala. Autofi doporucili davku 1200 mg indoximodu dvakrat
denné v kombinaci s 75 mg/m? docetaxelu kazdé 3 tydny pro testovani ve druhé klinické fazi
(Soliman et al. 2014), kterou pozdé&ji zahdjili. V nedavné dobé byly spustény klinické testy
(NCT02073123) s cilem vyhodnotit bezpecnost a Uc¢innost kombinace latky indoximod
s checkpoint inhibitory u pacientil s metastatickymi melanomy (Kennedy et al. 2014), ale

vystupni data zatim nebyla publikovéna.

7.2.3. Dalsi testované inhibitory
Mezi momentalné testované inhibitory IDO patii latka navoximod (znama také pod

ozna¢enim NLGI19 ¢i GDC-0919). V klinické studii testujici bezpe¢nost této slouceniny
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v ramci monoterapie (NCT02048709) se zatim neprojevila zdvazna toxicita (Nayak et al.
2014). Navic lécba (NCT02471846), kterd kombinuje navoximod s anti-PD-L1 protilatkou
atezolizumab, je pacienty obecn¢ dobte pfijimana (Burris et al. 2017). BMS-986205 je u¢inny
selektivni inhibitor IDO s pfiznivym farmakokinetickym a farmakodynamickym tuc¢inkem,
jehoz vliv na progresi nddorovych onemocnéni je v tuto chvili studovan (NCT02658890) (Siu
et al. 2017). Neékolik dalsich sloucenin inhibujicich aktivitu IDO se nachazi v riznych fazich

vyvoje, ale informace o jejich Gcinosti dosud nebyly zvetejnény.

7.2.4. IDO peptidova vakcina

Alternativni pfistupy k lé€bé nadorti exprimujicich enzym IDO by mohly vytesit
ptipadnou vrozenou ¢i ziskanou rezistenci vii€i znamym inhibitorim IDO, coz je do budoucna
tieba brat v tivahu. Neddvno byly zvetfejnény vysledky prvni faze klinické studie, kterad
hodnoti bezpecnostni a terapeuticky profil peptidové vakciny zalozené na IDO
(NCTO01219348). Do testovani bylo zahrnuto 15 jedincii s metastazujicim nemalobunéénym
karcinomem plic, ktefi dospéli ke stabilizaci onemocnéni pii standardni 1écbé chemoterapii.
Vsem byl subkutanné¢ podavan peptid odvozeny od IDO v kombinaci simiquimodem,
adjuvantni latkou plsobici na zdkladé vazby na TLR7. Vakcina byla bezpecna a nebyly
pozorovany zadné zavazné nezadouci GCinky. Jeden pacient zaznamenal vyraznou regresi
jaternich metastdz a Sest pacienti dosahlo dlouhodobé stabilizace nemoci. A navic, celkové
pteziti ockovanych HLA-A2 pozitivnich jedinci bylo vyrazn€ prodlouZeno ve srovnani se
skupinou pacientd, kteti byli kvili nespravnému sérotypu hlavniho histokompatibilniho
komplexu ze studie vylouCeni. VétSina pacienti zafazenych do studie vyvinula
CDS8" T lymfocyty specifické pro IDO a ve srovnani s piedchozim stavem se u nich snizilo
mnozstvi cirkulujicich Treg vkrvi (Iversen et al. 2014). Z cehoz plyne, Ze nejen
farmakologické inhibitory, ale i jiné zpisoby inhibice IDO, mohou poskytnout pacientim

s nddorovym onemocnénim urcity klinicky pfinos.
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8. Zaveér

Imunoonkoterapie v poslednich letech dospéla do bodu, kdy je mozné dosahnout
vyznamnych a klinicky ptfinosnych vysledki, byt jen u urcitého poctu pacienti. Otazkou stale
zustava, jak 1écbu zdokonalit takovym zpiisobem, aby pacient dosahl co nejintenzivnéjsi
protinddorové odpovédi a dlouhodobé stabilizace nemoci. Usp&$na imunoterapie by méla
zahrnout n¢kolik raznorodych strategii. Mezi klicové kroky se tadi potlaceni tolerance viici
tumoru vytvafené¢ a udrzované predevsim Treg buinikami, nalezeni spravnych néadorovych
antigent, zajisténi jejich prezentace vedouci k aktivaci T lymfocytd a samoziejmé poskytnuti
dostate¢nych adjuvantnich a imunostimulac¢nich signdli k indukci efektivni imunitni

odpovedi.

Jak je popsano v této bakalatské praci, IDO poméha nadoru uniknout pted imunitnim
dohledem hostitele hned nékolika zptisoby, coz z né€j déla potencialni cil pro kombinovanou
imunoonkonoterapii. IDO v ramci nddorového mikroprostiedi ovliviiuje jak zanét, tak
antigenni prezentaci a zaroven vytvaii tolerogenni prostiedi. Navzdory tomu ma samotna
lecba cilend na sniZeni aktivity IDO maly vyznam, vyrazné vSak zvySuje efekt takzvanych
checkpoint inhibitori. Protilatky specifické viici PD-1/PD-L1 spolu s inhibitory IDO, zejména
pak latkou epacadostat, maji u lidskych nadorovych onemocnéni velky terapeuticky potencial.
Nekteré z téchto kombinaci jiz vstoupily do tieti faze klinickych testd. Aktualnim tématem je
pak vyvoj novych selektivnich inhibitorti IDO, stejné jako molekul cilenych proti IDO2 nebo
TDO, dal$im tryptofan katabolizujicim enzymm.

V kazdém ptipadé, propojeni imunosupresivnich drah spolupracujicich v nddorovém
mikroprostiedi je velmi komplexni a ovlivnéné fadou faktorti. Objasnéni role IDO v ramci

téchto mechanismil miZze pomoci k lep§imu pochopeni biologie naddoru a poznani efektivniho

zpisobu, jakym ovlivnit aktivitu IDO v rdmci protinadorové terapie.
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