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ABSTRAKT

Imunogenni bunétna smrt se vyznacuje uvolnénim molekul znacicich nebezpeci, které
nasledn¢ mohou aktivovat imunitni systém. Pouze urcité typy bunétné smrti jsou
schopny vyvolat uvolnéni téchto molekul z bun¢k. Charakterizace typti imunogennich
bunécnych smrti a pochopeni jejich navozeni mitize byt vyuzito k indukci imunitniho
systému proti nadorovym buiikam. Zaroven je tieba porozumét riiznym mechanismim
fungovani molekul znacicich nebezpeci. Molekuly znacici nebezpeci, které jsou
nejaktivnéji studovany nejen pro vyuziti v protinadorové terapii, jsou interferony typu I,

kalretikulin, high mobility group box 1 protein, ATP a heat shock proteiny 70 a 90.

Kli¢ova slova: imunogenni bunécné smrt, signalni molekuly znacici nebezpeci (DAMPs),
nadorova onemocnéni, imunoterapie, interferony typu I, kalretikulin, high mobility group

box 1 proteiny, ATP, heat shock protein 70, heat shock protein 90

ABSTRACT

Immunogenic cell death is characterized by the release of molecules with damage-
associated molecular patterns which can subsequently activate immune system. Only
specific types of cell death can release these molecules. Classification of immunogenic
cell death types and understanding of their initiation can be used for activation of the
immune system against cancer cells. Simultaneously, it is necessary to understand
different mechanisms, how the molecules with damage-associated molecular patterns
work. Molecules with damage-associated molecular patterns which are studied the most,
not only for their use in anticancer therapy, are type I interferons, calreticulin, high

mobility group box 1 protein and heat shock proteins 70 and 90.

Key words: immunogenic cell death, molecules with damage-associated molecular
patterns, cancer, immunotherapy, type I interferons, calreticulin, high mobility group box

1 protein, ATP, heat shock protein 70, heat shock protein 90
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1 Uvod

Nadorova onemocnéni jsou jednim z nejzavaznéjSich zdravotnich problémti moderni
spolec¢nosti. Univerzalni léCebna metoda dosud nebyla a pravdépodobné ani nebude
objevena, ale pokrok v poslednich desetiletich je znacny a povzbudivy. V pocatcich 1écby
nadorovych onemocnéni byla pozornost zamétfena piedev§im na vlastnosti nadorQ
plynouci zmutaci vzniklych v bunce, které vedou k nekontrolovanému déleni a
agresivnimu rustu. Tento piistup vedl k terapii nadort podobné terapii infekcnich
onemocnéni — s cilem zlikvidovat veSkeré patogenni buiiky a neznicit buiikky zdravé. Na
pocatku se tedy vyvinuly tfi 1é¢ebné metody, jejichz hlavni funkei byla destrukce bunék:
chirurgické odstranéni nadoru, chemoterapie a radioterapie. Studium nadorovych buné¢k a
jejich smrti probihalo ¢asto v imunodeficientnich mysich, coZ se z dneSniho pohledu jevi
jako nedostacujici pfistup. Vznik a vyvoj nadort totiz bezprostiedné souvisi s imunitnim
systtmem a spravna podpora imunitniho systému miize byt klicem pro uspéSnou

protinadorovou terapii.

Ackoli imunoterapie se zaradila do spektra protinddorové 1é¢by az na pocatku 90. let 20.
stoleti naptiklad schvalenim vyuziti interleukinu 2 pii 1é¢bé metastazujiciho karcinomu
ledvin pro prvni klinické studie vroce 1984 nebo schvilenim prvni monoklonalni
protilatky proti molekule CD20 na B-lymfocytech v roce 1997, prvni imunoterapeutické
pokusy publikoval americky chirurg William Coley jiz o sto let diive, vroce 1891.
William Coley vypozoroval pozitivni efekt pii 1é€bé neoperovatelnych sarkomit po
injekci toxini ze zabitych bakterii Streptococcus pyogenes a Serratia marcescens. Timto
zpusobem lé€il vétSinou pacienty se sarkomy kosti a mékkych tkani. Pouziti tzv. Coleyho
toxind vSak nebylo schvéleno ufadem pro kontrolu potravin a lé¢iv a tato terapie se stala
v roce 1962 nepovolenou. Nyni jiz vime, Ze tento pfistup mél pozitivni vysledky diky

aktivaci imunitniho systému, tak aby mohl spustit protinddorovou odpovéd.

Hlubsi poznani a vyzkum imunitniho systému v souvislosti s nadory vedly k formulaci
hypotézy o imunitni editaci nadorti (,,three Es of cancer immunoediting®, 3E).! Vztah
nadoru a imunitniho systému sestava ze tfi fazi: eliminace (elimination), rovnovahy
(equilibrium) a Uniku (escape) (obr. 1). Hypotéza 3E piedpokladé, ze bunky velmi Casto
ztraceji kontrolu nad svym délenim a stavaji se nadorovymi bunikami, ale imunitni systém
je vetsinou schopen je rozpoznat a zlikvidovat. Prvni faze, eliminacni, je charakterizovana

aktivaci imunitniho systému a jeho protinddorové odpovédi. Rozpoznani nadorovych



bun¢k imunitnim systém vétSinou vede k produkci interferonu y (IFN-y), ktery posléze
indukuje lokalni produkci chemokinli a mobilizaci bun¢k vrozené bunécéné imunity.
Nédorové bunky vSak mohou hromadit mutace a ménit své vlastnosti tak, aby unikly
imunitnimu systému; takové buiky pak vstupuji do faze rovnovahy (equilibrium), ve
které imunitni systém nedokaze dostatecné rychle a ¢inné nicit nadorové buiky, ale jesté
stale ma pod kontrolou celkovy rist nadoru. V této fazi neni nador pro svého hostitele
nebezpecnym a miize byt imunitnim systémem udrzovan dlouhodobé. Nebezpecnym se
nador stavd v posledni fazi imunitni editace, ve fazi Uniku (escape), kdy unika
imunitnimu systému a jeho buiky se zacinaji nekontrolované¢ mnozit. To mize byt
zapti¢inéno také produkci imunosupresivnich cytokini nadorovymi buiikami nebo

aktivitou regula¢nich T lymfocyti (Treg).!
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Obr. 1: Imunitni editace nadorii (obrdzek prevzat z °).

Jednou z cest, jak zlepSit 1écbu nadord, je indukce imunogenni smrti, kterd aktivuje

imunitni systém k boji proti nddorovym bunkam. Pokud buiikky umiraji imunogenni



bunécnou smrti, exprimuji signaly nebezpeci (damage associated molecular patterns,
DAMPs), na které reaguji bunky imunitniho systému, pfedevsim bunky dendritické. Tato
prace se zabyva typy bunéénych smrti se zfetelem k imunogennimu charakteru a nasledné

uvolnénymi DAMPs a jejich mechanismy tc¢inku.

2 Bunécna smrt

2.1 Nepredvidatelna a regulovana bunééna smrt

Buné¢na smrt mize byt rozdélena na smrt neptfedvidatelnou (accidental cell death; ACD)
a smrt regulovanou (regulated cell death; RCD). ACD byva vyvolana externimi faktory —
fyzikdlnimi (napf. vysokymi teplotami, vysokym ¢i osmotickym tlakem), chemickymi
(extrémni pH) nebo mechanickymi. ACD je okamzit4 a nekontrolovateln4 forma bunécné
smrti, kterd je spojena s poruSenim strukturni integrity buniky. RCD souvisi s
fyziologickym a genetickym nastavenim buniky. Forma RCD vyvolana genetickym
nastavenim bunky se oznacuje jako programovand bunéna smrt a prispiva
k embryonalnimu a postembryondlnimu vyvoji i obnové dospélych tkani.? RCD byla
dlouhodobé povazovéna za imunitné tichou, pravé kvili siln€ tolerogenni povaze
programované bunééné smrti, mize vSak byt vyvolana 1 intracelularnim ¢i
extracelularnim stresem, ktery nebyl odstranén adaptivnimi mechanismy, které ptsobi

proti stresu a v tom piipad€ miize byt imunogenni.
2.2 Typy bunééné smrti

Prvni formalni rozdé€leni typti bunééné smrti bylo vytvoieno podle morfologickych
vlastnosti mrtvych bunék. Prvnim typem bunééné smrti je apoptdza, kterd je
charakterizovana zakulacenim bunék, kondenzaci chromatinu a fragmentaci jadra.’
Apoptické buiiky nakonec tvofi apopticka téliska, kterd jsou pohlcovana fagocytujicimi
buiikami. Druhym typem je autofagie, bunécna smrt, ktera je charakterizovana oddélenim
¢asti cytoplasmy a jeji degradaci lysozomalnimi hydrolazami.* Tietim typem je nekroza,
kterd nevykazuje zndmky prvniho ani druhého typu bunééné smrti a vyznaluje se
zvétSenim objemu bunky (onk6ézou) a ztratou bunécné integrity. Toto rozd€leni
nezohlednuje molekularni aspekty riiznych typli bunécné smrti, predevs§im signalni drahy
iniciace a samotného uskute¢néni bunécné smrti, a je proto nyni povazovdno za
zastaralé.” Podle nového rozdéleni, bylo charakterizovano mnohem vice typii RCD,

piicemz kazdy typ muze vykazovat Siroké spektrum morfologickych vlastnosti od



rrrrr

imunogenni.> Typy bunééné smrti, které jsou obecné zndmé pro sviij imunogenni

charakter jsou nekroptoza a pyroptoza, v nékterych ptipadech apoptodza a autofagie.
2.2.1 Vnéjsi a vnitini draha aktivace apoptozy

Apoptoza je bunééna smrt zprostiedkovana aktivitou kaspazovych proteaz 3 a 7.°
Apoptéza aktivovana vn&jSimi pfi¢inami (,.extrinsic apoptosis®), je iniciovana
prislusnymi ligandy tzv. ,,death receptori® na plazmatické membran¢, které patii do
superrodiny receptort TNFR (tumor necrosis factor receptor) s extracelularni doménou
bohatou na cystein a homologni intracelularni doménou zvanou ,,death domain®“. Mezi
takové receptory patii Fas receptor (CD95), TNF receptor 1 (TNFR1) nebo TRAIL-
R1/R2 (TNF-related apoptosis-inducing ligand-receptor).” Ligace receptort typu Fas ¢&i
TRAIL-R1/R2 vede k mobilizaci adaptorovych molekul typu Fas-associated death
domain (FADD), které jsou schopny aktivovat kaspazu 8, ptipadné kaspazu 10. Tyto
kaspazy jsou soucasti tzv. DISC (,,death-inducing signalling komplexu*).® Formace DISC
piimo aktivuje efektorové kaspazy 3, 6 a 7 spoustéjici apoptézu.” Ligace TNFR1 indukuje
tvorbu komplext I a ptipadné 11, které reguluji aktivaci kaspazy 8 (obr. 2).> Komplex I je
vytvofen po navazani TNF (tumor necrosis factor) na TNFRI1. Po jeho sestaveni muze
dojit k tvorbé¢ komplexu II, ktery vede k bunécné smrti, ale mize také dojit k indukci
aktivace nuklearniho faktoru kB (NF-kB) a mitogen-activated protein kindzy (MAPK),
coz vede k produkci prozanétlivych cytokinl a proteinii podporujicich pteziti bunky, jako
napf. c-FLIPL. Protein c-FLIP se vyskytuje ve dvou forméch, proapoptické dlouhé formé
c-FLIPy a protiapoptické kratké forme c-FLIPs. Tyto dvé formy se vazi na prokaspazu 8 a
nasledné jejich pomér rozhoduje o tom, zda se zformuje kaspaza 8 nebo zda bude jeji
formace zablokovéna.'® Kli¢ovou roli v signalizaci ptes TNF ma kindza RIPK1, jeji
modifikace rozhoduji o tom, zda burka pieZije ¢i zda podlehne bunécné smrti — bud’ ve
form¢ apoptozy nebo ve formé nekroptdzy (tedy kaspazové nezavislé formé bunécné
smrti).!! RIPK1 totiz miZe disociovat z komplexu I a vytvofit komplex II, sestaven
z RIPK1, FADD, kaspazy 8 a cFLIP proteintl, ktery iniciuje bunéénou smrt pies kaspazu
8. Bunécnd smrt indukovand TNF  je regulovana nékolika kontrolnimi body
(checkpoints).!!  Polyubiquitinovand RIPK1 vede k pieziti a proliferaci bunék,

zablokovani ubiquitinace odstranénim E3 ligaz vede k formaci komplexu I1.!"-1?
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Obr. 2: signalni draha indukovand TNF-o. — po navazani na TNFRI je zformovan komplex 1.
Polyubiquitinovand RIPKI vede k aktivaci NF-kB a preZiti buniky, deubiquitinovana RIPKI vede
k formaci komplexu II. Poté zalezi na aktivaci kaspazy 8, zda dojde k apoptoze nebo k nekroptoze.
Obrazek prevzat z

Druhd moznost aktivace apoptdézy vné&jSimi pfi¢inami je prostfednictvim receptorii na
plazmatické membranég, které jsou zavislé na mnozstvi ligandii — téchto receptort je
znamo piiblizn¢ 20 druhti. Pokud dostupnost ptislusného ligandu téchto receptort klesne
pod prahovou uroven, aktivuje se signalizacni draha ptes kaspazu 9 aktivujici efektorové

kaspazy 3, 6 a 7.14

Aktivace apoptozy vnitinimi pfi¢inami (,,intrinsic apoptosis®) je vyvoladvana poSkozenim
DNA, stresem endoplazmatického retikula, nadmérnou tvorbou reaktivnich forem kysliku
(reactive oxygen species, ROS; napft. superoxid nebo hydroxylovy radikal) ¢i replikacnim
stresem.'> Dochézi k permeabilizaci vn&j$i mitochondrialni membriny (MOMP) a tedy

k uvolnéni proteinl, které se normalné nachdzi mezi vnéjsi a vnitini mitochondrialni



membranou. Mezi né¢ patii 1 cytochrom C, ktery slouzi jako kofaktor pro apoptotic
9.1 Tento proces je regulovan proteiny rodiny Bcl-2, proapoptickymi proteiny BAX,
BAK a BOK a proteiny ze stejné rodiny podporujicimi pteziti buiky, napt. Bcl-XL.
Protein BAK je navdzan na vnéj$i mitochondridlni membranu a v nepfitomnosti Bcl-2
proteinit podporujici pfeziti buniky je na membranu navazan i protein BAX. Komplex
BAX/BAK dale oligomerizuje a vede k permeabilizaci vné&j§i mitochondrialni

membrany.!”

Aktivace kaspdz vSak neni pro apoptézu nezbytné nutnd a bunécnou smrt hlavné
urychluje. MOMP je pro buiiku smrtelnd i1 bez pfitomnosti kaspdz, takovy proces se
oznacuje jako kaspazoveé nezavisla bunééna smrt (caspase-independent cell death, CICD).
MOMP je pro buniku tzv. ,point-of-no-return“ a piedurcuje buiikku automaticky
k zaniku.!® Vypada to, Ze apoptéza zavisla na kaspazich je imunitn& ticha, jelikoZ
kaspazy potlacuji tvorbu interferonti typu I (IFN 1).!?° Kaspizy zaroveri vedou
k produkci ROS, které oxiduji potencialni DAMPs typu HMGBI1 (high-mobility group
box-1 proteins).?! Inhibice kaspdz tedy miiZze vést k protinadorové odpovédi a regresi
nadoru. Pfi pozorovani kaspazové zavislé a nezavislé apoptézy u BALB/c mysi, které
mély injikované nadorové bunky CT26, byla zjiSténa u bunék podstupujicich CICD
zvySena infiltrace nddoru T lymfocyty a makrofagy v nédoru vykazovaly zvySenou

expresi hlavniho histokompatibilniho komplexu I (MHC-II).?
2.2.2 Nekroptoza

Nekroptdéza je typem regulované bunécné smrti, ktery ma spolecné znaky jak
s apoptozou, tak 1 s nekrdzou. Aktivace nekroptdzy je zprostiedkovana ne€kolika riznymi
receptory véetné FAS, TNFR1, a PRRs (pathogen recognition receptors), mezi které patii
toll-like receptory 3 a 4 (TLR3, TLR4) a Z-DNA binding protein 1 (ZBP1).> Pro
nekroptozu je zdsadni aktivace RIPK3 (receptor-interacting protein kinase 3), ke které
muze dojit riznymi zpusoby. Jednim z nich je aktivace pies jiz vySe zminény TNFRI,
ktery vede k sestaveni komplexu I z RIPK1 a dale mize vést k sestaveni komplexu II.
K tomu, aby doSlo k nekroptéoze misto apoptézy je nutnd inhibice kaspdzy 8 pies
efektorové proteiny, farmakologické inhibitory ¢i ztrata kaspazy 8.23* RIPK1 pak miize
aktivovat kindzu RIPK3. RIPK3 mitize byt také aktivovana dsRNA navazanou na TLR3,
LPS (lipopolysacharidem) navazanym na TLR4, rGznymi DAMPs na plazmatické

membrané & endogenni nebo virovou DNA navéazanou na ZBP1.2526 Aktivovana RIPK3

6



pak muze fosforylovat mixed-lineage kinase domain (MLKL), diky ¢emuz se zformuji
MLKL oligomery, které jsou translokovany na plazmatickou membranu, kde vedou k jeji
permeabilizaci.?’ Nasleduje uvolnéni DAMPs, které aktivuji vrozené i adaptivni slozky

imunitniho systému.'

2.2.3 Pyroptoza

Dalsim typem RCD, ktery je vétSinou vyvoldn mikrobidlni infekci a je znan pro svoji
imunogenicitu je pyroptdza. Typicky se pyroptdza objevuje u makrofagt (ale dochazi k ni
1 u bungk epitelialnich) po infekci patogenem a vyznacuje se zvétSenim objemu bunky,
které nakonec vede k permeabilizaci membrany a zvlastni kondenzaci chromatinu,

odligné od kondenzace chromatinu u apoptozy.?>?

Jednou moznosti, jak buiiky podléhaji pyroptéze je klasicka drdha zavisla na vytvoreni
inflamazomu. Pro tento ucel slouzi receptory rodiny NLR (NBF leucine-rich repeat-
containing receptor), napiiklad receptor NLRP3 nebo receptor AIM2 z proteinové rodiny
PYHIN.?® Inflamazom obsahuje kaspizu 1, kterd $t&pi prekurzory prozanétlivych
cytokind interleukinu 1P a interleukinu 18 a indukuje pyroptoézu tim, Ze $tépi protein
gasdermin D. N-doména gasderminu D nasledné vytvofi por v plazmatické membrang,
coz je spojeno suvolnénim DAMPs. 283! Neklasicka inflamazomova cesta indukce
apoptozy je zapocata navazanim lipopolysacharidu pfimo na prokaspazy 4/5, ¢imz je
indukovana kaspazova aktivita a nasledné je §té€pen gasdermin D.3? K pyroptoze miize
dojit 1 bez sestaveni inflamazoému aktivaci kaspazy 3; ta Stépi dal$i typ gasderminu,
gasdermin E, jehoZ N doména také tvoii pory v plazmatické membrané a je aktivovana po
stimulaci TNF-a nebo po stimulaci nékterymi chemoterapeutiky. Na mySich s
lidskymi nddorovymi buiikami, které exprimuji gasdermin E, toto bylo potvrzeno po
1é¢b& doxorubicinem, mitoxantronem a aktinomycinem-D.>*> Exprese gasderminu E vede
ke zvySené fagocytoze nadorovych bun¢k makrofagy a zvySeni poctu natural-killer bun¢k
a CD8" T lymfocytd, ma tak pomérné vyznamnou ulohu pii aktivaci protinadoré aktivity.

V mnoha nadorech je exprese gasderminu E potlacena metylaci jeho mRNA.>*

Dalsi cesta aktivace pyroptozy je zprosttedkovana granzymovymi protedzami, které jsou
soucasti zabijeCskych mechanismii NK (natural killer) bunék a cytotoxickych T
lymfocytt (CD8"). Protedza granzym A je schopna $tépit gasdermin B, coz vede k tvorbé

pori v plazmatické membrané a pyroptoze. Exprese gasderminu B je zvySovana produkci



interferonu y aktivovanymi cytotoxickymi lymfocyty. ZvysSena exprese gasderminu B

byla pozorovana u kolorektalniho karcinomu nebo u karcinomu pankreatu.®
2.2.4 Autofagie

Ptedevsim homeostatickou funkci ma programovana bunécna smrt autofagie vyskytujici
se téméf u vSech eukaryotickych bunék. Tato forma bunétné smrti zajistuje odstranéni
poskozenych proteinli a poni¢enych organel a jeji role je pfedevSim cytoprotektivni.
Piikladd se ji vyznam v udrzovani mladi*® Je indukovana jak extraceluldrnim, tak
intracelularnim stresem a zdroven je i soucasti mnoha fyziologickych procesi, jako
napiiklad v rdmci odpovédi bunék na nedostatek Zivin nebo energie a kontroly bunécného
ristu® P autofigii je zmembrany (plvodem zplazmatické membrany,
endoplazmatického retikula nebo Golgiho aparatu) zformovan tzv. fagofor, ktery obklopi
proteiny nebo organely urcené k degradaci, poté se uzavie, ¢imz vznikne autofagozém, a
ten nakonec splyne s lysozomem, ktery enzymaticky degraduje obsah autofagozému.

Proces autofagie je spojen s uvolnénim ATP do extracelularniho prostedi.’’
3 Imunogenni bunééna smrt

Imunogenni bunéénd smrt (ICD) je indukovana organelovym ¢i bunéénym stresem a
vrcholi bunéénou smrti doprovdzenou expresi, aktivni sekreci nebo pasivnim uvolnénim
molekul znadicich nebezpe¢i, DAMPs.*® To jsou molekuly vyznamné pro mobilizaci
antigen prezentujich buné€k, jejich maturaci a nésledné pak 1 aktivaci vrozenych i
adaptivnich mechanism@ imunitniho systému.** DAMPs by dale mohly byt rozdéleny na
cDAMPs, konstitutivni, zdkladni signaly, které jsou uvolnény zbuiky jest¢ pred
samotnou iniciaci bunééné smrti a iDAMPs, indukovatelné signaly, které jsou generovany
de novo jako nasledek bunécné smrti ¢i jsou aktivné generovany jiz v jejim prubéhu,
odrazi se na nich tedy priibéh buné&éné smrti.*® DAMPs jsou po uvolnéni z bunék
rozeznany PRRs na leukocytech a nasledné¢ mohou aktivovat mechanismy vrozené i
adaptivni imunitni odpovédi. Mezi hlavni rodiny PRRs patfi toll-like receptory, NOD-like
receptory (nucleotide oligomerization domain-like receptory; NLRs), RIG-like receptory
(retinoic acid-inducible gene 1 receptory) a lektinové receptory typu C (CLR).



4 Damage associated molecular patterns

4.1 Interferony typu I

Interferony typu I (IFN I) jsou pfedevSim znamé tim, ze jsou produkovany vSemi
bunikami napadenymi viry (IFN-B) a zejména plazmacytoidnimi dendritickymi bunkami
(IFN-).*! Masivni produkce IFN I v§ak mize byt vyvolana i po chemoterapii zalozené

na antracyklinech (napf. doxorubicin).*?

Nédorové bunky u kterych je vyvolana
imunogenni bunécénd smrt, produkuji IFN I po stimulaci TLR3, pravdépodobné vlastni
RNA uvolnénou ze stresovanych a umirajicich bunék.*? Jinou moznosti produkce IFN I
nadorovymi bunkami, je stimulace pfes cytosolickou cyklickou GMP-AMP syntazu
(cGAS).** cGAS podléha konformacni zméné po navazani mitochondridlni DNA a
nasledné produkuje cyclic GMP-AMP (cGAMP) z ATP a GTP. cGAMP funguje jako
tzv. druhy posel, ktery je detekovan cyclic-dinucleotide sensorem STING (stimulator of
interferon response cGAMP interactor 1), coz je transmembranovy protein na

endoplazmatickém retikulu. Ve findle je fosforylovan transkripéni faktor pro produkci

IFN L.#

Uvolnéné IFN-a a IFN-f se vazi k heterodimerickému transmembranovému receptoru
IFNAR (IFNa receptor) na nadorovych bunkéch, ktery je slozen z podjednotek IFNARI1 a
IFNAR2.* IFNAR dale aktivuje proteintyrosinkindzu JAK1 (Janus kinase 1) a
tyrosinkinazu TYK?2, které fosforyluji cytoplazmatické proteiny STAT1 a STAT2.* Tyto
proteiny nasledn€ dimerizuji a jsou translokovany do jadra, kde pisobi jako transkripéni
faktory. Jejich komplex s ISGF3 (IFN-stimulated gene factor 3) se vaze na DNA, kde
aktivuje transkripci ISGs (IFN-stimulated genes). Proteiny kdédované ISGs navozuji
antivirovy stav bunék, ktery spoc¢iva v inhibici virové transkripce, translace a replikace a

degradace virové nukleové kyseliny.*647

Imunostimula¢nich efektd IFN I je nékolik, jednim znich je posileni cytotoxickych
funkci CD8" T buné&k a NK bunék. Byl pozorovan vliv IFN I na protinadorovou odpovéd’
NK bun€k — mysi byly infikované lymfocytarni meningitidou, ¢imz se zesilila aktivace
NK bunék, a dale byly injikovany nadorovou linii TC-1 a zaroveil jim byly podany
protilatky proti receptoru pro IFN I, proti membranovému glykoproteinu NK1.1, ktery ma
dalezitou roli pii aktivaci NK bunék, nebo byla pouzita kombinace obou blokac¢nich
protilatek. Blokace receptoru pro IFN I vedla k 20% zvySeni nddorovych metastaz, coz

znaci vyznamnou roli IFN I pfi protinddorové odpovédi. ZvySeni tvorby metastdz vSak



nebylo pozorovano pii pouziti samotné protilatky proti NK1.1 ani pfi kombinaci této
protilatky s protiladtkami proti receptoru pro IFN 1. NK buiiky tedy pro svou

protinadorovou aktivitu nezbytné& potiebuji IFN 1.48

Dal$im imunostimula¢nim efektem IFN I je vliv na tzv. zkfiZzenou prezentaci. Apoptoza
zprostiedkovana ptes navazani in vitro ptipravené specifické RNA na receptor RIG-I
(retinoic acid-inducible gene I) na melanomovych buiikach je spojena s uvolnénim IFN 1.
To bylo potvrzeno in vivo pfi pouziti melanomové linie, kterd byla deficientni pro
transkrip¢ni faktory pro RIG-I a wild-type linie s funkénim RIG-I. Takto umirajici bunky
byly kultivovany s dendritickymi bunikami in vitro. Uvolnény IFN I stimuloval maturaci
dendritickych bunék a vedl kexpanzi a aktivaci tumor-antigen specifickych

cytotoxickych T lymfocytd.*
4.1.1 Ovlivnéni aktivity IFN I p¥i 1é¢bé nadori

4.1.1.1 STING agonista

Jednou moznosti, jak vyuzit IFN [ vnadorové terapii, je pouZziti agonisty
transmembranového proteinu STING na endoplazmatickém retikulu, jehoz aktivace vede
k produkci IFN 1. Prvni molekulou, ktera byla pouzita jako agonista STING, byla
kyselina flavonova (flavone acetic acid; FAA). Vysledky pouziti FAA na mysSich
modelech a ve fazi I klinického testovani vSak nevykazovaly vyraznou protinddorovou
odpovéd’.”® Nasledné byl vyvinut derivait FAA, DMXAA (5,6-dimethylxanthenone-4-
acetic acid). DMXAA mél velmi pfiznivé vysledky u nékolika mySich modelt riiznych
karcinomu a ukazal se byt efektivni i pfi kombinaci s riznymi typy nadorovych terapii.
Nejprve byl v I. fazi klinického testovani pouzit samotny DMXAA pii 1écbé solidnich
nadort — ukazalo se ale, Ze porusuje funkci o¢ni retiny inhibici fosfodiesteraz a vykazuje
nékteré benefity pii 1é¢b& nadort az pii pouZiti neobvykle vysoké davky.>! Dalsi testy pak
byly provadény s pouZitim kombinace DMXAA s cytostatikem (docetaxelem) a tato
kombinace se dostala az do III. faze klinického testovani pro 1écbu velkobunééného
karcinomu plic, ale studie viak byla pfedcasné ukonéena pro svou net¢innost.”?> Podobné
dopadly i daldi testy provadéné na jinych karcinomech.’® Neutdinnost DMXAA
v klinickém testovani byla vysvétlena v roce 2013 — DMXAA se vaze specificky na mysi

STING, ale ne na lidsky STING.>*

Ve II. fazi klinického testovani se nyni nachdzi dva agonisté STING. Jednim z nich je

cyklicky dinukleotid MK-1454, ktery je testovan v kombinaci s anti-PD1 terapii u
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pacientll se skvamoéznim karcinomem hlavy a krku.> Dal§im testovanym agonistou

STING je cyklicky dinukleotid ADU-S100.3

4.1.1.2 Pegylované interferony

Navazani polyetylen glykolu (PEG; ,,pegylace®) zvySuje obecné stabilitu proteind, a u
ruznych cytokinli véetné interferonti také redukuje jejich toxicitu. Jako adjuvantni 1é¢ivo
byl pro pacienty s melanomy ve fazi II a III schvalen pegylovany IFN-a2b. Lécba vedla
ke zlepSeni RFS (relapse-free survival); tedy prodlouzeni doby od konce primarni 1écby
do vzniku novych symptomi nadoru, av§ak nedoslo ke zméné¢ délky doby pfeziti pacientti

od diagnézy.>®

Pegylovany IFN-a pouzity u pacientll s melanomem muze vést k u¢innéjsi odpovédi na
blokaci PD1 receptoru na T lymfocytech. 25 pacientii s melanomem ve III/IV fazi bylo
pozorovano po lé€beé pegylovanymi IFN-a a néasledné monoklonalnimi anti-PD-1
protiladtkami (pembrolizumab). Recidiva melanomu se nevyskytla u zaddného pacienta
v prvnich 2 mésicich a pouze u 4 pacientli se vyskytla v prvnich 4 mésicich po 1é¢bé¢.
V kontrolni skupiné pacienti, kterym nebyly podany pegylované IFN-a, se recidiva
objevila u 2 z 31 pacientl v prvnich 2 mésicich a u 13 pacientli v prvnich 4 mésicich po
1écbe protilatkami pembrolizumab. Béhem 6-8 mésicii po 1é€bé byla recidiva nadoru u
pacientll s podanymi pegylovanymi IFN-a vyrazné nizsi nez u skupiny, které IFN podany
nebyly. Tato kombinace terapie pro pacienty s melanomy se tedy jevi do budoucna

pomémé nadéjné a zaslouzi si dalsi pozorovéni.®’
4.2 Kalretikulin (CALR)

Kalretikulin je protein, ktery se normalné vyskytuje v endoplazmatickém retikulu vSech
bunék, kde ma né&kolik funkci. Je diilezitym Ca®" vazebnym proteinem, ktery reguluje

vapnikovou homeostdzu a je dilezitym chaperonovym proteinem.*

Spole¢né
s kalnexinem napomaha skladani glykoproteinli prochdzejicich ptes ER, véetné MHC 1
glykoproteinii.>® Je sloZen ze tii domén, N-terminalni globuldrni domény, ktera zajistuje
spravné skladani proteinti, prolin-bohaté domény vysoce afinitni k Ca®" a C-domény,

ktera rovnéZz, aviak s niz§i afinitou vaze Ca®*.%

Bunééna smrt navozena cytostatikem odvozenym od antrachinonu mitoxantronem
(MTX), oxaliplatinou (OXP), n¢kterymi dalSimi cytostatiky ¢i ultrafialovym-C zafenim
(UVC) vede k translokaci CALR na povrch plazmatického retikula jiz po nékolika
hodinach po podani latky.®! MTX, OXP & UVC zafeni zpisobuji rychlou fosforylaci
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elF2a  (eukaryotic Initiation Factor 2) serin/threoninovou kindzou PERK.%
Hyperfosforylace elF2a je typickd béhem stresu ER.®%* Translokace CALR probiha
exocytézou zprostiedkovanou SNARE proteiny.®> Buiiky s CALR na povrchu jsou
fagocytovany jesté¢ pred samotnym zapocetim apoptdzy, to znamend kondenzaci
chromatinu ¢&i ztratou mitochondrialniho transmembranového potencidlu.®! CALR posléze
interaguje s molekulou ERp57 a vytvaiti CRT/ERp57 komplex, ktery funguje jako
tzv.,,eat me* signdl pro fagocytujici buiky, vcetné dendritickych bunck. ERp57 je
multifunkéni protein, ktery se nachazi v nékolika bunéénych lokacich a méa nékolik
riznych funkci, napfiklad napomahani CALR a kalnexinu pfi skladani proteinti v ER.%%64
CALR exprimovany na plazmatické membrané neni induktorem imunitni odpovédi,
pokud jeho translokace neni disledkem bunééné smrti navozené cytostatiky ¢i UVC.
Takovy CALR funguje jako ,,eat me* signal pro makrofagy, ale ne pro dendritické burky.
Makrofagy maji receptor CD91 (také znamy jako low-density lipoprotein-related receptor
protein 1, LRP1), ktery se navaze na CALR a tim dojde k makropinocyt6ze.®®

Po nékolika hodinach podani MTX/OXP/ozateni UVC dochazi v bunkach i k aktivaci
kaspazy 8 a nasledné konformacni zméné Bcl2-associated X proteinu (BAX) and Bcl2-
antagonist/killer 1 proteinu (BAK). To jsou proapoptické proteiny rodiny Bcl-2, které
zplsobuji permeabilizaci vnéjsi mitochondridlni membrany.®*%¢ Proto, aby byl CALR na
povrch translokovan jsou nutné oba kroky — jak aktivace PERK a fosforylace elF2a, tak
aktivace kaspazy-8, Bax a Bak.®? Na povrchu se CALR miZe svou C-doménou vazat na
molekuly fosfatidylserinu (PS), ktery se v zivé buiice nachdzi na vnitini strané
plazmatické membrany a po indukci apoptdzy je translokovan na stranu vnéjsi, kde
funguje jako ,,eat me* signal pro fagocyty. CALR vSak muze byt translokovan na vnéjsi
stranu membrany jesté ve velmi ranych fazich apoptézy a vyskytnout se na membrané
dtive nez PS.5768

K rozpoznani apoptickych bun€k a vyvolani imunogenni odpovédi slouzi i molekula Clq,
kterd je soucasti komplementového systému.® Tato molekula funguje jako opsonin,
oznacuje buiiky uréené k pohlceni fagocyty.”® Ukézalo se, ze C1q spolupracuje s CALR a
PS - C-terminalni globuldrni doména CALR se vaze na C1q molekulu v piitomnosti Ca?*
a ta je dale propojena s globularni doménou PS.”"? V piipadé deficience CALR muize
Clq castené jeho roli kompenzovat zvySenim produkce interleukinu 6 (IL-6), coz je
prozanétlivy cytokin s ¢etnymi funkcemi pii regulaci imunitni odpovédi.”> CALR miize

také snizit produkci interleukinu 8, ktery miize naddoru napoméhat svou schopnosti
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podporovat angiogenezi.”>’* Nadmérna produkce interleukinu 8 nadorovymi butikami
vede také k chemotaktické migraci leukocytii, disledkem ¢ehoz je zvySeno mnozstvi

pronadorovych riistovych faktort.”

TNF-related apoptosis inducing ligand (TRAIL) se bézn¢ nachdzi na NK buikéch, T
bunkach a NKT bunkéach a po navazani na TRAIL receptor vede k sestaveni DISC a
nasledn¢ k apoptoze aktivované wvnéj$i drahou. Tento ligand je rovnéz schopen

interagovat s CALR a vést k jeho expozici na plazmatickou membranu.’®

CALR se muze nachdzet i na povrchu zdravych bun¢k, avsak takové bunky produkuji
dostatek ,,do not eat me* signald, jako napifiklad CD47 nebo CD31, které zabratuji
fagocytdze.”” Rada typii nadorovych bunék exprimuje na svém povrchu zvys$ené mnoZstvi
CD47 nebo CD31 jako jeden z mechanismt uniku nadoru pied aktivitou imunitnich
mechanismu. Pfi apoptéze dochézi k redistribuci CD47 molekul na membrané a nérGstu

CALR.®®
4.2.1 CALR Vv protinadorové terapii

Exprese CALR na nadorovych buiikkach byla spojena s lepSim pribéhem nemoci u
pacientil s kolorektdlnim karcinomem, s malobunéénym karcinomem plic, u Zen
s karcinomem ovarii nebo u pacientii s akutni myeloidni leukémii.”®®! Naopak s hor$im
pribéhem nemoci byla spojena vysoka exprese CALR napiiklad u pacientl

s neuroblastomy nebo pacientek s nadory prsu.’>83

Na mysSich s modelem karcinomu hlavy a krku (SCCVII) byl pozorovan efekt vyvolany
fotodynamickou terapii (PDT) v kombinaci s pfidanym rekombinantnim lidskym CALR.
PDT v kombinaci s CALR prodlouZila dobu, za kterou nador vyrostl do velikosti 200
mm?® o 21 dni v porovnani s nelééenymi nadorovymi buiikami a o 17 dni v porovnani
s vyuzitim samotné PDT. O 21 dni byla prodlouzena doba riistu nddoru 1 pii pouziti PDT
spole¢n¢ s mitoxantronem. Na nddor nemé¢lo zadny vliv pouziti samotného CALR nebo
mitoxantronu a Zzadny pozitivni efekt se pfi pouziti PDT a CALR nevyskytl u
imunodeficientnich my$i, coZ znaci zapojeni adaptivni imunity u imunokompetentnich
my$i.3

Mutace vexonu 9 vgenu pro CALR jsou zaznamendvany u pacientd s primarni
myelofibrézou nebo esencidlni trombocytémii. U obou nemoci to jsou mutace zplisobené
posunem c¢teciho ramce o 1 bp. Mutovana sekvence aminokyselin pro CALR je zcela

rozdilnd od sekvence nemutované a muze byt vyuzita pro imunoterapii. Skupina M.
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Holmstroma vyvinula specifické CD4" T lymfocyty pro mutovanou sekvenci CALR.
Takové lymfocyty jsou schopny zabit bunky s mutovanym CALR a mohly by byt

v budoucnu potencialné vyuzivany v protinadorové terapii.®
4.3 High-mobility group box 1 (HMGB1)

HMGBI je protein, o velikosti mensi nez 30 kDa, ktery se v normalnim stavu nachézi
v jadte vSech bunck kromé mozkovych neurond. V jadie buniky je navazan na chromatin
a pusobi jako transkripcni faktor, zaroven se zde stara o opravy DNA a udrzuje
homeostdzu telomer zachovavanim aktivni telomerazy.’%’#% HMGB1 funguje jako
DAMP, kdyz je pasivn¢ uvolnén do extracelularniho prostfedi umirajicimi ¢i
poskozenymi bunkami nebo mulze byt aktivné uvoliiovan leukocyty, piipadné
nadorovymi bunkami. Ukazalo se, z2 HMGBI ma roli jak imunostimulacni, tak i
imunosupresivni a mize pak napomahat pieziti nddorovych bunck. Aktivity proteinu
HMGBI1 ovliviiyje jeho redoxni stav; vnitini draha aktivace apoptdzy vede k produkci

ROS, které oxiduji HMGB1 a oxidovany HMGBI je tolerogenni.?!

Nuklearni HMGBI1 vyskytujici se v ,,klidnych* bunikéch je v plné redukované formée, tedy
jeho 3 cysteiny (Cys23, Cys45, Cysl06) exprimuji thiolové skupiny. Pokud je
redukovany protein HMGB1 uvolnén do extracelularniho prostiedi v disledku nekrotické
smrti buiky, tvoii komplex s chemokinem CXCL12 a funguje jako chemoatraktant pro
leukocyty.®® Pokud je HMGBI &aste¢né oxidovany a je vytvorena disulfidickd vazba
mezi Cys23 a Cys45, ale Cysl06 ziistava v redukované formé, extracelularni HMGBI1
stimuluje TLR4 a vede k produkci TNF a jinych prozanétlivych cytokinii makrofagy
(napt. TNF-a, IL-1pB, IL-6, IL-8, macrophage inflammatory protein (MIP)-1aa a MIP-
1B).”° Dalsi oxidace HMGBI1 vede k vytvoieni sulfonylovych skupin na jednom nebo
vice cysteinech a HMGBI1 tim ztraci veskeré prozanétlivé schopnosti. Jakmile dojde

k vytvoteni sulfonylové skupiny, proces je ireverzibilni.”!
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HMGBI v extraceluldarnim prostfedi se s vysokou afinitou vaze na nékolik receptort,
piedevsim na advanced glycosylation end-product-specific receptory (RAGEs), pokud je
redukovany a na TLR2 a TLR4, pokud je ¢astecné oxidovany. TLR4 je znan pro svou
vazbu s LPS gram-negativnich bakterii.”? K vazbé LPS na TLR4 je nutni piitomnost
koreceptori MD2 a CD14, k nésledujici signaliza¢ni kaskadé, kterd vrcholi translokaci
NF-xB do jadra, jsou pak vyuzity proteiny myeloid differentiation primary response 88
(MyD88) a TIR domain-containing adapter-inducing interferon B (TRIF).%3:%4:95%
HMGBI stejné jako LPS potiebuje k aktivaci TLR4 piitomnost koreceptor CD14 a
MD?2 a signalizaéni kaskada probihd pres MyD88.79%% Vazba redukovaného HMGB1

na RAGE receptor vede k aktivaci NF-kB a tvorbé& cytokinii.!"
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Obr. 3: role HMGBI — v jadre funguje piné redukovany HMGBI1 jako DNA

chaperon. Kdyz je buiika poskozena nebo podléhd bunécnému stresu, uvolni

HMGBI do extraceluldrniho prostiedi. V zavislosti na redoxnim stavu HMGBI1

miuize dojit k migraci bunek diky chemoatraktivni roli redukovaného HMGBI,

kuvolnéni cytokinmi diky castecné oxidovanéemu HMGBI nebo jeho uvolnéni

ziistane bez odezvy v piipadé, Ze je plné oxidovany. Obrazek prevzat z *.
Extracelularni proteiny HMGB1 pochézejici z nadorovych bunék indukuji apoptoézu v
dendritickych bunkéch a zvySuji tvorbu tlumivého cytokinu IL-10 tumor-asociovanymi
Treg.!0192 Zvysena exprese HMGBI je v nddorovych builkach zplisobena jejich sekreci

interleukinu 15 a TGF-a (transforming growth factor o) a byla prokdzdna u
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kolorektalniho karcinomu nebo u maligniho mezoteliomu, u kterého byla po inhibici

vazby HMGB1 na RAGE vyrazné snizena Zivotnost nadorovych bunégk,!03:104.105

4.3.1 Vyuziti HMGBI1 v protinadorové terapii

Zkoumana byla pfima i nepfima inhibice extracelularniho HMGBI1 v nadorové terapii.
Jako antagonist¢ HMGBI1 funguji rekombinantni HMGB1 A box protein, protein RAP
(RAGE antagonist peptide), ktery inhibuje signalni kaskadu zprostfedkovanou pies
RAGE receptor, glycyrrhizin, ktery se piimo vdze na HMGBI1 a blokuje jeho aktivitu
nebo ethylpyruvat (alifaticky ester kyseliny pyrohroznové; EP). Pro zjisténi efektu
inhibice HMGB1 v protinadorové terapii in vivo byly pouZity tfi rGzné mysi modely
nadorit prsu (basal-like breast cancer 4T1, 67NR and EpRas) a jeden model
velkobunééného karcinomu plic. U vSech ¢tyfech mysich modela byl pozorovéan vyrazny
pokles v naristu nadortt po inhibici HMGB1 a vSechny ctyii pouzité inhibitory
vykazovaly podobné protinddorové aktivity. Po inhibici HMGB1 doSlo k poklesu
monocytickych a granulocytickych myeloidnich supresorovych bun¢k (MDSCs), které
vykazuji imunosupresivni aktivitu. Dale byl pozorovan vyssi pomér M1 makrofagt vaci
M2 makrofagim a pokles Treg. Naopak byla zvySena aktivace antigen prezentujicich
bunék a byl také zvySen pocet apoptickych bunck. Inhibice HMGBI1 také posiluje efekt
anti-PD1 terapie u vSech &tyfech pozorovanych nadort.'% Inhibitory HMGBI1 se zatim
nedostaly do klinické faze testovani. Kromé vySe zminénych inhibitori pfichdzi v tvahu
pro klinicky vyzkum jes§té nékolik dalSich molekul; naptiklad peptid P5779, ktery
specificky blokuje HMGBI1-TLR4/MD-2 drdhu nebo monoklondlni HMGB1 protilatky
(m2G7 nebo #10-22).17

44 ATP
Extracelularni ATP je dobfe znamy ,,find me* signal pro neaktivované dendritické bunky
a makrofagy uvoliovany z apoptickych bun¢k. Véaze se na purinergni receptor P>Y>
monocytil, které mobilizuje vii¢i apoptickym buiikam.!®® Naruseni této signalni drahy
enzymatickym odstranénim ATP nebo inhibici P.Y> receptoru vedlo k vyraznému sniZeni
odstratiovani apoptickych bungk.!® Ukézalo se, Ze k i¢inné imunitni odpovédi navozené
chemoterapeutiky je zapotfebi pritomnost extracelularniho ATP  uvolnéného
z nadorovych bungk.!” Uvolnéni ATP je velmi &asto blokovano v nadorovych buitkach
diky inaktivaci genti zodpovédnych za spusténi autofagie.>’” Samotnd indukce autofigie
farmakologickymi stimulanty, naptiklad rapamycinem, nevede k u¢innému uvolnéni

ATP, musi byt tedy spojena s kaspazové-zavislou bunéénou smrti.’’” Na autofagii
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nezavisly zptisob uvolnéni ATP je pienos pifes membranovy kanal pannexin 1 (PANX1); 1
tento zptisob uvolnéni je spojen s aktivitou kaspaz.''? Pasivné miize byt ATP uvoliiovano

v pozdni fizi apoptdzy porusenou plazmatickou membranou.'!!

Uvolnéné ATP se kromé P.Y> receptoru mize véazat i na purinergni receptory P>X7 na
dendritickych buiitkdich a makrofazich. Ligace tohoto receptoru zpusobi sestaveni
inflamazému a nasleduje aktivace kaspazy-1 a uvolnéni interleukinu 1B, ktery se ucastni
protinadorové odpovédi — naptiklad je na ném pravdépodobné zavisla produkce cytokint
IL-2 a IFN-y T1 pomocnymi lymfocyty.!'>1* P,X7 receptory se vSak nachdzi ve velké
mife i na vétSin¢ nadorovych bunék, véetné bunék rakoviny prsu, prostaty, kolorektalniho
karcinomu a dalsich.!'*!!5116 U rakoviny prostaty vede aktivace P»X7 k vyznamnému
zvySeni migrace a invazivity nadorovych bun€k, u rakoviny prsu byl zaznamenan
podobny efekt.!!”!'® U kolorektalniho karcinomu vysoké exprese P»X7 receptoru koreluje
s velikosti tumoru a metastidzemi lymfatickych uzlin.!'” Aktivace P.X7 receptoru vyvola u
buné¢k kolorektalniho karcinomu aktivaci NF-kB, ktera vede k vyprovokovani maligniho
fenotypu a zvySené proliferaci nadorovych bungk.!" Vysok4 exprese P»X7 receptorti
v nddorovych buinikdch vede k aktivaci transkripéniho faktoru NFATcl, ktery ma
klicovou roli v nddorovém ristu a rychlém uvolfovani vaskuldrniho endotelového
ristového faktoru (VEGF), ktery je hlavnim medidtorem v angiogenezi.'?® Blokace
receptoru P>X7, stejné jako blokace VEGF monoklonalni protilatkou bevacizumab

(Avastin) potvrdila vyrazny pokles rychlosti riistu a velikosti nadoru.'?

Zda se ATP navadZe na receptor P>2X7 nebo na receptor P>Y2 ziejmé zalezi na jeho
koncentraci. Pro aktivaci P2X7 receptoru je efektivni koncentrace ECso > 100 uM, ale pro

aktivaci P2 Y receptoru je tato koncentrace pouze ECso< 1 pM.!?!

Hydrolyzovana forma ATP adenosin ma vSak imunosupresivni efekt. Hydrolyzu béhem
sekund vykonaji povrchové ektonukleotidazy, jako naptiklad CD39 (Ectonucleoside
triphosphate  diphosphohydrolase-1; ENTPD1) a CD73 (ecto-5'-nucleotidase).!?>12
Hydrolyza ATP na adenosindifosfat (ADP) a néasledné na adenosinmonofosfat (AMP) je
pfednostné katalyzovana nukleotiddzou CD39, pfi¢emz dochdzi k minimalnimu uniku
ADP; vétsina je hydrolyzovana na AMP.'?> CD73 pak katalyzuje konverzi AMP na
adenosin.'?® Hydrolyza katalyzovana nukleotiddzou CD39 je reverzibilni diky aktivit&
extracelularnich nucleoside-diphosphate (NDP) kinaz, zatimco hydrolyza katalyzovana
CD73 nukleotidazou je reverzibilni pouze po transportu adenosinu do intracelularniho

prostfedi, kde se vyskytuje adenosin kinaza.'?> Adenosin aktivuje receptory spjaté s G-
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proteiny, zndmé jsou Ai, Az, A2a a Ap receptory. Stimulace Aza, Aop receptorti na T
lymfocytech vede k aktivaci adenylatcykldzy a zvySenému mnozstvi cyklického
adenosinmonofofatu (cAMP), ktery funguje v mnoha reakcich jako tzv. druhy posel.'**
Zvysené mnozstvi cAMP vede k aktivaci cAMP-dependent protein kindzy I (PKA), ktera
fosforyluje COOH-terminal Src kindzy (Csk).'”> Fosforylovana Csk pak fosforyluje
lymphocyte-specific tyrosine kinazu (Lck), kterd se timto deaktivuje a nemtize aktivovat
T receptor a produkci IFN-y.!2> Zvysena produkce cAMP také blokuje aktivaci NF-xB
v B lymfocytech a snizuje tak jejich proliferaci.'?® Naopak aktivace A; a Az receptorti

inhibuje produkci cAMP a tyto receptory jsou tedy vnimany jako imunostimula¢ni. 2”128

Se Spatnou progndzou jsou spojeny nadory vykazujici zvySené mnozstvi exprimovanych
CD73 nukleotidaz. Mezi takové nadory patii triple-negativni karcinom prsu (TNBC), u
kterého se navic vyskytuje i rezistence k imunogenni bunééné smrti indukované
antracykliny, dale pak high grade serdzni karcinomy (HGSC) ovarii nebo kolorektalni
karcinom.!?>13%131 Exprese CD73 u pacientd s malignim melanomem s mutaci BRAF
genu neni nutné vysoka, ale u ptipadi, kdy vysoka je, je spojena s mutaci genu 7P53 pro
tumor supresivni protein p53.1°%13% Zvyseny vyskyt této mutace je i u vySe popsanych

typti nadorti, u kterych se vyskytuje vyssi exprese CD73 nukleotidazy.!?%!1%°

Protein p53 také piimo ovliviiuje expresi receptoru Azg.'** Axg ma vyrazné mensi afinitu
k adenosinu nezZ ostatni znamé receptory pro adenosin a predpoklada se, ze ho stimuluji
pouze nadmérné vysoké hladiny adenosinu.!* Stimulace Ass pak za normdlnich
podminek vede k apoptdéze indukované pies p53 protein, pii které se vyrazné snizi
mnozstvi proteini Bcl-2, které podporuji pfeziti buiikky a zvysi mnozstvi proapoptického
Puma proteinu z proteinové rodiny BH3. Tento typ apoptdézy byl navozen

chemoterapeutikem cisplatinou.'>*
4.4.1 Vyuziti ATP v protinadorové terapii

Nadéjné se jevi zesileni protinadorové odpovédi pomoci inhibice endonukleotidaz CD39
a CD73 a blokace Axa a Az receptort. V1Iiv kombinace inhibice CD73 a Aza receptoru
byl zkouméan na geneticky modifikovanych mysSich deficientnich pro CD73 1 Aza
receptory, pouze CD73 nebo Aza receptor a mySich s normalnim fenotypem. Byl pouzit
AT-3 mysi karcinom a SMIWT1 BRAF-mutovany melanom, které jsou rezistentni
k anti-PD1 terapii. Inhibice CD73 1 Aza receptoru vedla k vyraznému zmenseni nadoru

v porovnani s mySmi, které mély inhibovanou expresi pouze CD73 nebo Axa receptoru
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nebo s mySmi s wild-type fenotypem.!*® Podobné uc¢inni byla tato kombinace i pfi
redukci tvorby metastdz u modelu experimentalniho metastatického melanomu LWT1 a
vys$si preziti vykazovaly 1 mysi s inhibovanym CD73 a Aja receptorem s pienesenymi
nadorovymi RMA-s lymfatickymi bunkami, které postradaji hlavni histokompatibilni
komplex I. tfidy (MHCI)."*® Takto pozitivni vysledek byl vysvétlen piedevsim tspésnou
infiltraci CD8" T lymfocyti do nitra nddoru (tumor core). Toto pozorovani pak bylo déle
potvrzeno, jelikoZ odstranénim CD8" T bunék doslo ke ztraté kontroly nad nadorem.!*
V jiné studii byl pozorovan efekt zplisobeny deleci pouze Aza receptoru na myeloidnich
buitkach. Hustota takovych bunék v nddoru v porovnani s myeloidnimi bunkami
s nedeletovanym Axa receptorem sice zlstala beze zmény, ale byla u nich prokazana
vy$si exprese hlavniho histokompatibilniho komplexu II (MHCII) a prozanétlivého 1L-12
tumor-asociovanymi makrofagy a vyrazné nizsi exprese intracelularniho IL-10 antigen-
prezentujicimi buiikami, ktery inhibuje bunéénou imunitu. Delece Aza receptoru vedla
také k vy$§imu poc¢tu NK bunék a CD8* T lymfocyth v nadoru.'®” V dalii studii byl
vyvinut selektivni antagonista Asp receptoru, diky kterému byl snizen rist nadort
mocového méchyie a snizen riist a vznik plicnich metastaz nadoru prsu.!*® Ve druhé fazi
klinického testovani se nachdzi vyuziti dudlniho antagonisty Aza a Az receptori AB928

pro 1é¢bu karcinomu rekta.!'>’

4.5 Heat-shock proteiny

Fyziologicky stres bun¢k zpisobuje poSkozeni a nespravné sbaleni proteinti. Jedny
z proteinli slouzicich k obnové bunééné homeostazy jsou vysoce konzervované heat
shock proteiny (HSP). Tyto proteiny nejcastéji slouzi jako molekularni chaperony, vazi se
na denaturované proteiny a asistuji pii jejich sbalovani do nativni konformace.'*’ Sav¢i
HSP byly rozdéleny podle molekularni hmotnosti do 4 skupin: HSP90, HSP70, HSP60 a
malé HSPs o velikosti okolo 15-30 kDa.'*!

4.5.1 Heat shock protein 90

Chaperonovy HSP90 je exprimovan vSemi savéimi buitkami a ke své spravné funkci je
zavisly na nékolika ko-chaperonovych proteinech a ATP.!*? Mnoho proteinti, které
HSP90 ovliviiyje, jsou proteiny podporujici pieziti buniky a proliferaci. Jednim z nich je
napiiklad matrixovd metaloproteinaza (MMP2) se kterou interaguje extracelularni
isoforma HSP90-a.!** MMP2 je spojena s angiogenezi, invazivnosti a ristem karcinomu

mocového méchyte, jeji exprese je zvysSend také u karcinomu zaludku, kde se vykytuje i
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zvysena hladina VEGF.!"**!% Podobné se nachazi vysoké hladiny MMP2 a VEGF i u
karcinomu ledvin.'*® Dalsi z proteind, ktery je ovlivilovan HSP90 je proapopticky Bcl-2
protein. Na mitochondridlni membrané a v pfitomnosti Ca®’-kalmodulinu se nachazi
protein FKBP38, ktery zabranuje apoptdze interakci s proapoptickym Bcl-2; FKBP38
protein interaguje s HSP90 (v pfitomnosti Ca?*-kalmodulinu) a touto interakci je
zabranéno vazbé na Bcl-2, ¢imZ je podpofena apoptdza.'*’ HSP90 také piimo interaguje
s kinazou RIPK1 a je nezbytny k tomu, aby tato kindza mohla pienaSet signal ptes
TNFR1 po stimulaci TNF. Inhibice HSP90 specifickym inhibitorem geldanamycinem
(GA) vedla k blokaci aktivace NF-xB a tedy k zcitlivéni bun¢k k TNF-indukované

apoptoze.'*®

Dalsim proteinem, ktery je ovliviiovan HSP90, je tumor supresivni protein p53. Tento
protein je velmi nestabilni a predevSim pfi stresovych podminkach potiebuje byt
stabilizovan, k tomu slouzi pravé HSP90.'** Bez ptitomnosti HSP90 ztraci pii vys§ich
teplotach protein p53 nendvratné svoji schopnost vazby na DNA.!** U nadorovych bun&k
se vyskytuje mutovany protein p53, ktery ma misto tumor-supresivni schopnosti
onkogenni schopnost (shrnuto v '*°). Nadorové butiky naptiklad vykazuji zvyseny piijem
glukozy, ktery je spojen s aerobni glykolyzou; mutovany protein p53 udrzuje piijem
glukozy diky interakcim s gluk6zovym transportérem GLUTI1. Buiiky tak mohou rist
v hypoxickém prostfedi, které je nepfiznivé pro builky imunitniho systému zajist'ujici
imunitni dohled.”' Dal§i onkogenni schopnosti mutovaného p53 proteinu je potladeni
autofagie; napiiklad pfimou inhibici kindzy AMPK (AMP-activated protein kinase), ktera

pfi metabolickém stresu indukuje autofagii.'>>

Bylo vyvinuto nékolik riznych inhibitord HSP90. V rané fazi klinickych testi bylo
nékolik rtiznych inhibitort (Retaspimycin (IPI-504), AUY922 nebo Ganetespib), ale
vysledky neodpovidaly pozitivnimu efektu na naddorovy rist v preklinickych fazich testi

a vyvoj téchto inhibitort byl pierusen.'
4.5.2 Heat shock protein 70

Dal$im z rodiny heat shock protein je HSP70. Tento protein je schopen fungovat jako
chaperon i cytokin; jeho uvolnéni z poskozenych a umirajicich bunék aktivuje imunitni
odpovéd’ vazbou na TLR2 a TLR4 receptory na monocytech.!** Signdlni kaskada vedouci

k produkci prozanétlivych cytokinl, jako je naptfiklad TNF-a, IL-6 a IL-1B, je

20



zprostiedkovana pies adaptorovy protein MyD88 a transkripéni faktor NF-kB a je nutna

piitomnost koreceptoru CD14.1%4

HSP70 je nadmérné exprimovan u nddorovych bunék. Je pro né vyhodny svou schopnosti
zabranovat riznym druhim bunécné smrti — kaspdzové zavislé i nezavislé apoptoze,
nekroze 1 autofagii. Mechanismus inhibice bunéné smrti spociva v supresi aktivace
RIPK1 kinazy ztratou E3 ligdz a zabranéni tvorbé komplexu I1.'°° Zajimavé také je, ze
bunééna smrt vyvolana inhibici HSP70 byla nezavisla na Bcl-xp proapoptickém
proteinu.!>> Pokud byly kaspéazy zablokovany kaspazovym inhibitorem z-VAD.fmk, tak
byla stejné vyvolana bun&na smrt a to nekroptéza.'>> Vysoka exprese HSP70 byla

prokazana u akutni leukémie, rakoviny Zaludku, prsu a endometria (shrnuto v '),

Vysoka exprese HSP90 proteinu se vyskytuje i u karcinomu moc¢ového méchyie.'”’ P
pouziti 7-N-allylamino-17-demethoxygeldanamycinu (17-AAG), inhibitoru HSP90, byl
zesilen cytotoxicky efekt rlznych chemoterapeutik (cisplatiny, docetaxelu a
gemcitabinu).!>” Inhibice HSP90 viak zpiisobila zvysenou expresi HSP70, &imz by se
vysvétlila mozna rezistence nadord vi&i terapii cilené na inhibici HSP90.!>” Samotna
inhibice  HSP70 inhibitorem pifithrin-p (PFT-p) také zesilila cytotoxicky efekt
chemoterapeutik.!”” Kombinace obou inhibitori indukovala vice apoptéz ve spojeni se
vSemi tfemi chemoterapeutiky a jevi se velmi nad&né pro 1é€bu karcinomu mocového

méchyte.!®’
5 MozZnosti ovlivnéni imunogenni bunécné smrti v 16¢b€ nadoru

5.1 Belantamab mafodotin (GSK2857916)

Pacienti s diagnézou mnohocetného myelomu vykazuji zvySenou expresi B-cell
maturation antigenu (BCMA). BCMA je transmembranovy receptor rodiny TNFR, ktery
je stimulovan dvéma znamymi ligandy — B-cell activating factor (BAFF) a proliferation-
inducing ligand (APRIL). Vazba téchto ligandii podporuje proliferaci a pteziti piedevsim
plazmatickych bun€k v pozdéjSim staddiu diferenciace. Maligni myelom je
charakterizovdn abnormalni akumulaci imunoglobulin-produkujicich plazmatickych
bunék v kostni dieni. Belantamab mafodotin (GSK2857916) je konjugat protilatky proti
BCMA a cytotoxického inhibitoru mikrotubularni polymerizace monometyl auristatinu-F.
Lécba mnohocetného myelomu timto konjugatem vedla nejen k vyraznému snizeni
zivotaschopnosti BCMA exprimujicich bunék, ale hlavné k vystaveni CALR na

plazmatickou membréanu a sekreci HMGB1, ATP, HSP70 i HSP90, coz vedlo k aktivaci
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specifické imunitni odpovédi. Belantamab mafodotin také indukoval zvySenou expresi
kostimulaéni molekuly OX40 v CD8" i CD4" T buikich — ligand OX40 udrZzuje
aktivované T lymfocyty zivé a zvySuje u nich produkei cytokinti. Proto byla testovana
kombinace belantamabu mafodotinu s 0X86, mys$im ligandem OX40 receptoru, coz vedlo
ke kompletni 1écbé nadoru u 70 %, 40 % nebo 50 % mysi v zavislosti na davce OX86.

Tato kombinace se tedy jevi velmi nad&jné i pro klinické vyuziti.!>®

5.2 Lurbinectedin
Lurbinectedin se vaze do malého zlabku DNA, kde tvofi kovalentni wvazbu
s exocyklickymi guaniny. V rtiznych nadorovych bunkéch specificky a nevratné
degraduje polymerazu II a odsuzuje tim buiiky k apoptdze.!>® Ukazalo se, Ze lurbinectedin
ma i vyznamnou roli v indukci imunogenni bunééné smrti u mnoha raznych nadorovych
linii; u lidského osteosarkomu, kolorektdlniho karcinomu, rakoviny prsu i mysiho
fibrosarkomu byla pozorovéna zvySena translokace CALR na membranu, vyrazné sniZeni
intracelularniho ATP znadici jeho sekreci a zvySena produkce IFN 1. Zaroven byla
pozorovana zvySena fosforylace elF2a a inhibice mRNA transkripce. Zajimavé vysledky
pfinesla kombinace lurbinectedinu s checkpoint inhibitory cilenymi na CTLA4 a PD1
inhibi¢ni receptory na T-lymfocytech vyzkouSena na mysich s fibrosarkomemMCA205.
Tato kombinace vyrazné prodlouzila dobu pieziti a u 3 z8 mysi vedla k Uplnému
vymizeni tumoru.'® Lurbinectedin se momentalné nachazi ve 3. fazi klinického testovani

pro 1é¢bu malobun&éného karcinomu plic.'¢!

6 Zavér

Imunogenni bunééna smrt nadorovych buné¢k muze vést ke specifické odpovédi
imunitniho systému proti nddorovym builkkdm, a to diky uvolnéni molekul znacicich
nebezpeci. Uvolnéni téchto molekul je spojeno s kaspazoveé nezévislou bunécnou smrti,
nekroptdzou, pyroptéozou nebo autofagii. Nadorové buiiky maji rizné mechanismy, jak se
brani vyvolani imunogenni bunécné smrti. Pfimo zabranuji bunécné smrti napiiklad
metylaci mRNA pro gasdermin E, jehoz Stépeni vede k pyroptéze nebo nadmérnou
expresi HSP70. Pokud dojde k bunééné smrti, snazi se nddorové buiiky alespon zabranit
jeji imunogenicité — pfedchazi uvolnéni DAMPs mutaci jejich gend (mutace v exonu 9
pro CALR) ¢i vyuzivaji jejich uvolnéni pro sviij vlastni prospéch (exprese P>X7 receptoru

pro ATP, zvySena exprese CD73 nukleotidaz).
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V této praci je probrano 5 rtiznych DAMPs; IFN typu I, kalretikulin, HMGB1, ATP a
HSPs. Tyto DAMPs maji ucinky jak imunostimulac¢ni, tak i imunosupresivni a pro jejich
vyuziti v nadorové imunoterapii je zapotiebi spravné porozuméni jejich mechanismu
ucinku ve zdravych i nadorovych buiikach. Vyuziti DAMPs v nddorové imunoterapii se
momentalné vétSinou nachdzi v preklinické fazi testovani. V klinické fazi testovani uz
jsou agonisté STING receptoru, indukujici produkci IFN I, pegylovany IFN-a pro 1écbu
pacientll s melanomem nebo dudlni antagonista Axa a Azp receptort pro adenosin AB928
pro 1écbu pacientli s karcinomem rekta. Do ranych fazi klinickych testd se dostavaji i
inhibitory HSP70 a HSP90, aviak u nich vysledky nejsou pfili§ povzbudivé.'** Velmi
nadéjné se jevi vyuZiti belantamab mafodotinu (GSK2857916), ktery vyvolava
imunogenni bunéfnou smrt u bun¢k maligniho myelomu nebo lurbinectedin, ktery
vyvolava imunogenni bunéénou smrt u vice typi nadorovych onemocnéni a velmi dobfie

funguje u 1¢cby malobunééného karcinomu plic.

Pouhé vyvolani imunogenni bunécné smrti nebo posileni efektu nékteré molekuly znacici
nebezpeci ziejme nikdy nebude stacit pro likvidaci nadoru. V kombinaci s ostatnimi typy
dosavadnich lé¢ebnych metod vSak muze byt klicovym faktorem pro definitivni
odstranéni nadoru, jelikoz je specificky aktivovan adaptivni imunitni systém, ktery je

schopen rozpoznat ptipadné nove se objevujici nddorové bunky pfti relapsu nemoci.
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