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ABSTRAKT 

Imunogenní buněčná smrt se vyznačuje uvolněním molekul značících nebezpečí, které 

následně mohou aktivovat imunitní systém.  Pouze určité typy buněčné smrti jsou 

schopny vyvolat uvolnění těchto molekul z buněk. Charakterizace typů imunogenních 

buněčných smrtí a pochopení jejich navození může být využito k indukci imunitního 

systému proti nádorovým buňkám. Zároveň je třeba porozumět různým mechanismům 

fungování molekul značících nebezpečí. Molekuly značící nebezpečí, které jsou 

nejaktivněji studovány nejen pro využití v protinádorové terapii, jsou interferony typu I, 

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

Klíčová slova: imunogenní buněčná smrt, signální molekuly značící nebezpečí (DAMPs), 

nádorová onemocnění, 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 Úvod 

Nádorová onemocnění jsou jedním z nejzávažnějších zdravotních problémů moderní 

společnosti. Univerzální léčebná metoda dosud nebyla a pravděpodobně ani nebude 

objevena, ale pokrok v posledních desetiletích je značný a povzbudivý. V počátcích léčby 

nádorových onemocnění byla pozornost zaměřena především na vlastnosti nádorů 

plynoucí z mutací vzniklých v buňce, které vedou k nekontrolovanému dělení a 

agresivnímu růstu. Tento přístup vedl k terapii nádorů podobné terapii infekčních 

onemocnění – s cílem zlikvidovat veškeré patogenní buňky a nezničit buňky zdravé. Na 

počátku se tedy vyvinuly tři léčebné metody, jejichž hlavní funkcí byla destrukce buněk: 

chirurgické odstranění nádoru, chemoterapie a radioterapie. Studium nádorových buněk a 

jejich smrti probíhalo často v imunodeficientních myších, což se z dnešního pohledu jeví 

jako nedostačující přístup. Vznik a vývoj nádorů totiž bezprostředně souvisí s imunitním 

systémem a správná podpora imunitního systému může být klíčem pro úspěšnou 

protinádorovou terapii.  

Ačkoli imunoterapie se zařadila do spektra protinádorové léčby až na počátku 90. let 20. 

století například schválením využití interleukinu 2 při léčbě metastazujícího karcinomu 

ledvin pro první klinické studie v roce 1984 nebo schválením první monoklonální 

protilátky proti molekule CD20 na B-lymfocytech v roce 1997, první imunoterapeutické 

pokusy publikoval americký chirurg William Coley již o sto let dříve, v roce 1891. 

William Coley vypozoroval pozitivní efekt při léčbě neoperovatelných sarkomů po 

injekci toxinů ze zabitých bakterií Streptococcus pyogenes a Serratia marcescens. Tímto 

způsobem léčil většinou pacienty se sarkomy kostí a měkkých tkání. Použití tzv. Coleyho 

toxinů však nebylo schváleno úřadem pro kontrolu potravin a léčiv a tato terapie se stala 

v roce 1962 nepovolenou. Nyní již víme, že tento přístup měl pozitivní výsledky díky 

aktivaci imunitního systému, tak aby mohl spustit protinádorovou odpověď.  

Hlubší poznání a výzkum imunitního systému v souvislosti s nádory vedly k formulaci 

hypotézy o imunitní editaci nádorů („three Es of cancer immunoediting“, 3E).1 Vztah 

nádoru a imunitního systému sestává ze tří fází: eliminace (elimination), rovnováhy 

(equilibrium) a úniku (escape) (obr. 1). Hypotéza 3E předpokládá, že buňky velmi často 

ztrácejí kontrolu nad svým dělením a stávají se nádorovými buňkami, ale imunitní systém 

je většinou schopen je rozpoznat a zlikvidovat. První fáze, eliminační, je charakterizována 

aktivací imunitního systému a jeho protinádorové odpovědi. Rozpoznání nádorových 
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buněk imunitním systém většinou vede k produkci interferonu γ (IFN-γ), který posléze 

indukuje lokální produkci chemokinů a mobilizaci buněk vrozené buněčné imunity. 

Nádorové buňky však mohou hromadit mutace a měnit své vlastnosti tak, aby unikly 

imunitnímu systému; takové buňky pak vstupují do fáze rovnováhy (equilibrium), ve 

které imunitní systém nedokáže dostatečně rychle a účinně ničit nádorové buňky, ale ještě 

stále má pod kontrolou celkový růst nádoru. V této fázi není nádor pro svého hostitele 

nebezpečným a může být imunitním systémem udržován dlouhodobě. Nebezpečným se 

nádor stává v poslední fázi imunitní editace, ve fázi úniku (escape), kdy uniká 

imunitnímu systému a jeho buňky se začínají nekontrolovaně množit. To může být 

zapříčiněno také produkcí imunosupresivních cytokinů nádorovými buňkami nebo 

aktivitou regulačních T lymfocytů (Treg).1 

Jednou z cest, jak zlepšit léčbu nádorů, je indukce imunogenní smrti, která aktivuje 

imunitní systém k boji proti nádorovým buňkám. Pokud buňky umírají imunogenní 

Obr. 1: Imunitní editace nádorů (obrázek převzat z 2). 
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buněčnou smrtí, exprimují signály nebezpečí (damage associated molecular patterns, 

DAMPs), na které reagují buňky imunitního systému, především buňky dendritické. Tato 

práce se zabývá typy buněčných smrtí se zřetelem k imunogennímu charakteru a následně 

uvolněnými DAMPs a jejich mechanismy účinku.  

2 Buněčná smrt 

2.1 Nepředvídatelná a regulovaná buněčná smrt 

Buněčná smrt může být rozdělena na smrt nepředvídatelnou (accidental cell death; ACD) 

a smrt regulovanou (regulated cell death; RCD). ACD bývá vyvolána externími faktory – 

fyzikálními (např. vysokými teplotami, vysokým či osmotickým tlakem), chemickými 

(extrémní pH) nebo mechanickými. ACD je okamžitá a nekontrolovatelná forma buněčné 

smrti, která je spojena s porušením strukturní integrity buňky. RCD souvisí s 

fyziologickým a genetickým nastavením buňky. Forma RCD vyvolaná genetickým 

nastavením buňky se označuje jako programovaná buněčná smrt a přispívá 

k embryonálnímu a postembryonálnímu vývoji i obnově dospělých tkání.2 RCD byla 

dlouhodobě považována za imunitně tichou, právě kvůli silně tolerogenní povaze 

programované buněčné smrti, může však být vyvolána i intracelulárním či 

extracelulárním stresem, který nebyl odstraněn adaptivními mechanismy, které působí 

proti stresu a v tom případě může být imunogenní. 

2.2 Typy buněčné smrti 

První formální rozdělení typů buněčné smrti bylo vytvořeno podle morfologických 

vlastností mrtvých buněk. Prvním typem buněčné smrti je apoptóza, která je 

charakterizována zakulacením buněk, kondenzací chromatinu a fragmentací jádra.3 

Apoptické buňky nakonec tvoří apoptická tělíska, která jsou pohlcována fagocytujícími 

buňkami. Druhým typem je autofágie, buněčná smrt, která je charakterizována oddělením 

části cytoplasmy a její degradací lysozomálními hydrolázami.4 Třetím typem je nekróza, 

která nevykazuje známky prvního ani druhého typu buněčné smrti a vyznačuje se 

zvětšením objemu buňky (onkózou) a ztrátou buněčné integrity. Toto rozdělení 

nezohledňuje molekulární aspekty různých typů buněčné smrti, především signální dráhy 

iniciace a samotného uskutečnění buněčné smrti, a je proto nyní považováno za 

zastaralé.5 Podle nového rozdělení, bylo charakterizováno mnohem více typů RCD, 

přičemž každý typ může vykazovat široké spektrum morfologických vlastností od 
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nekrotických po plně apoptické a od protizánětlivých a tolerogenních po prozánětlivé a 

imunogenní.5 Typy buněčné smrti, které jsou obecně známé pro svůj imunogenní 

charakter jsou nekroptóza a pyroptóza, v některých případech apoptóza a autofágie. 

2.2.1 Vnější a vnitřní dráha aktivace apoptózy 

Apoptóza je buněčná smrt zprostředkovaná aktivitou kaspázových proteáz 3 a 7.6 

Apoptóza aktivovaná vnějšími příčinami („extrinsic apoptosis“), je iniciována 

příslušnými ligandy tzv. „death receptorů“ na plazmatické membráně, které patří do 

superrodiny receptorů TNFR (tumor necrosis factor receptor) s extracelulární doménou 

bohatou na cystein a homologní intracelulární doménou zvanou „death domain“. Mezi 

takové receptory patří Fas receptor (CD95), TNF receptor 1 (TNFR1) nebo TRAIL-

R1/R2 (TNF-related apoptosis-inducing ligand-receptor).7 Ligace receptorů typu Fas či 

TRAIL-R1/R2 vede k mobilizaci adaptorových molekul typu Fas-associated death 

domain (FADD), které jsou schopny aktivovat kaspázu 8, případně kaspázu 10. Tyto 

kaspázy jsou součástí tzv. DISC („death-inducing signalling komplexu“).8 Formace DISC 

přímo aktivuje efektorové kaspázy 3, 6 a 7 spouštějící apoptózu.9 Ligace TNFR1 indukuje 

tvorbu komplexů I a případně II, které regulují aktivaci kaspázy 8 (obr. 2).5 Komplex I je 

vytvořen po navázání TNF (tumor necrosis factor) na TNFR1. Po jeho sestavení může 

dojít k tvorbě komplexu II, který vede k buněčné smrti, ale může také dojít k indukci 

aktivace nukleárního faktoru κB (NF-κB) a mitogen-activated protein kinázy (MAPK), 

což vede k produkci prozánětlivých cytokinů a proteinů podporujících přežití buňky, jako 

např. c-FLIPL. Protein c-FLIP se vyskytuje ve dvou formách, proapoptické dlouhé formě 

c-FLIPL a protiapoptické krátké formě c-FLIPS. Tyto dvě formy se váží na prokaspázu 8 a 

následně jejich poměr rozhoduje o tom, zda se zformuje kaspáza 8 nebo zda bude její 

formace zablokována.10 Klíčovou roli v signalizaci přes TNF má kináza RIPK1, její 

modifikace rozhodují o tom, zda buňka přežije či zda podlehne buněčné smrti – buď ve 

formě apoptózy nebo ve formě nekroptózy (tedy kaspázově nezávislé formě buněčné 

smrti).11 RIPK1 totiž může disociovat z komplexu I a vytvořit komplex II, sestaven 

z RIPK1, FADD, kaspázy 8 a cFLIP proteinů, který iniciuje buněčnou smrt přes kaspázu 

8. Buněčná smrt indukovaná TNF  je regulována několika kontrolními body 

(checkpoints).11 Polyubiquitinovaná RIPK1 vede k přežití a proliferaci buněk, 

zablokování ubiquitinace odstraněním E3 ligáz vede k formaci komplexu II.11,12  
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Obr. 2: signální dráha indukovaná TNF-α – po navázání na TNFR1 je zformován komplex I. 

Polyubiquitinovaná RIPK1 vede k aktivaci NF-κB a přežití buňky, deubiquitinovaná RIPK1 vede 

k formaci komplexu II. Poté záleží na aktivaci kaspázy 8, zda dojde k apoptóze nebo k nekroptóze. 

Obrázek převzat z 13. 

Druhá možnost aktivace apoptózy vnějšími příčinami je prostřednictvím receptorů na 

plazmatické membráně, které jsou závislé na množství ligandů – těchto receptorů je 

známo přibližně 20 druhů. Pokud dostupnost příslušného ligandu těchto receptorů klesne 

pod prahovou úroveň, aktivuje se signalizační dráha přes kaspázu 9 aktivující efektorové 

kaspázy 3, 6 a 7.14  

Aktivace apoptózy vnitřními příčinami („intrinsic apoptosis“) je vyvolávána poškozením 

DNA, stresem endoplazmatického retikula, nadměrnou tvorbou reaktivních forem kyslíku 

(reactive oxygen species, ROS; např. superoxid nebo hydroxylový radikál) či replikačním 

stresem.15 Dochází k permeabilizaci vnější mitochondriální membrány (MOMP) a tedy 

k uvolnění proteinů, které se normálně nachází mezi vnější a vnitřní mitochondriální 
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membránou. Mezi ně patří i cytochrom C, který slouží jako kofaktor pro apoptotic 

protease-activating factor-1 (APAF-1) a společně s ním vede k aktivaci iniciační kaspázy 

9.16 Tento proces je regulován proteiny rodiny Bcl-2, proapoptickými proteiny BAX, 

BAK a BOK a proteiny ze stejné rodiny podporujícími přežití buňky, např. Bcl-XL. 

Protein BAK je navázán na vnější mitochondriální membránu a v nepřítomnosti Bcl-2 

proteinů podporující přežití buňky je na membránu navázán i protein BAX. Komplex 

BAX/BAK dále  oligomerizuje a vede k permeabilizaci vnější mitochondriální 

membrány.17 

Aktivace kaspáz však není pro apoptózu nezbytně nutná a buněčnou smrt hlavně 

urychluje. MOMP je pro buňku smrtelná i bez přítomnosti kaspáz, takový proces se 

označuje jako kaspázově nezávislá buněčná smrt (caspase-independent cell death, CICD). 

MOMP je pro buňku tzv. „point-of-no-return“ a předurčuje buňku automaticky 

k zániku.18 Vypadá to, že apoptóza závislá na kaspázách je imunitně tichá, jelikož 

kaspázy potlačují tvorbu interferonů typu I (IFN I).19,20 Kaspázy zároveň vedou 

k produkci ROS, které oxidují potenciální DAMPs typu HMGB1 (high-mobility group 

box-1 proteins).21 Inhibice kaspáz tedy může vést k protinádorové odpovědi a regresi 

nádoru. Při pozorování kaspázově závislé a nezávislé apoptózy u BALB/c myší, které 

měly injikované nádorové buňky CT26, byla zjištěna u buněk podstupujících CICD 

zvýšená infiltrace nádoru T lymfocyty a makrofágy v nádoru vykazovaly zvýšenou 

expresi hlavního histokompatibilního komplexu II (MHC-II).22 

2.2.2 Nekroptóza 

Nekroptóza je typem regulované buněčné smrti, který má společné znaky jak 

s apoptózou, tak i s nekrózou. Aktivace nekroptózy je zprostředkována několika různými 

receptory včetně FAS, TNFR1, a PRRs (pathogen recognition receptors), mezi které patří 

toll-like receptory 3 a 4 (TLR3, TLR4) a Z-DNA binding protein I (ZBP1).5 Pro 

nekroptózu je zásadní aktivace RIPK3 (receptor-interacting protein kinase 3), ke které 

může dojít různými způsoby. Jedním z nich je aktivace přes již výše zmíněný TNFR1, 

který vede k sestavení komplexu I z RIPK1 a dále může vést k sestavení komplexu II. 

K tomu, aby došlo k nekroptóze místo apoptózy je nutná inhibice kaspázy 8 přes 

efektorové proteiny, farmakologické inhibitory či ztráta kaspázy 8.23,24 RIPK1 pak může 

aktivovat kinázu RIPK3. RIPK3 může být také aktivována dsRNA navázanou na TLR3, 

LPS (lipopolysacharidem) navázaným na TLR4, různými DAMPs na plazmatické 

membráně či endogenní nebo virovou DNA navázanou na ZBP1.25,26 Aktivovaná RIPK3 
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pak může fosforylovat mixed-lineage kinase domain (MLKL), díky čemuž se zformují 

MLKL oligomery, které jsou translokovány na plazmatickou membránu, kde vedou k její 

permeabilizaci.27 Následuje uvolnění DAMPs, které aktivují vrozené i adaptivní složky 

imunitního systému.15 

2.2.3 Pyroptóza 

Dalším typem RCD, který je většinou vyvolán mikrobiální infekcí a je znán pro svoji 

imunogenicitu je pyroptóza. Typicky se pyroptóza objevuje u makrofágů (ale dochází k ní 

i u buněk epiteliálních) po infekci patogenem a vyznačuje se zvětšením objemu buňky, 

které nakonec vede k permeabilizaci membrány a zvláštní kondenzací chromatinu, 

odlišné od kondenzace chromatinu u apoptózy.28,29  

Jednou možností, jak buňky podléhají pyroptóze je klasická dráha závislá na vytvoření 

inflamazomu. Pro tento účel slouží receptory rodiny NLR (NBF leucine-rich repeat-

containing receptor), například receptor NLRP3 nebo receptor AIM2 z proteinové rodiny 

PYHIN.30 Inflamazom obsahuje kaspázu 1, která štěpí prekurzory prozánětlivých 

cytokinů interleukinu 1β a interleukinu 18 a indukuje pyroptózu tím, že štěpí protein 

gasdermin D. N-doména gasderminu D následně vytvoří pór v plazmatické membráně, 

což je spojeno s uvolněním DAMPs.28,31 Neklasická inflamazomová cesta indukce 

apoptózy je započata navázáním lipopolysacharidu přímo na prokaspázy 4/5, čímž je 

indukovaná kaspázová aktivita a následně je štěpen gasdermin D.32 K pyroptóze může 

dojít i bez sestavení inflamazómu aktivací kaspázy 3; ta štěpí další typ gasderminu, 

gasdermin E, jehož N doména také tvoří póry v plazmatické membráně a je aktivována po 

stimulaci TNF-α nebo po stimulaci některými chemoterapeutiky. Na myších s 

lidskými nádorovými buňkami, které exprimují gasdermin E, toto bylo potvrzeno po 

léčbě doxorubicinem, mitoxantronem a aktinomycinem-D.33 Exprese gasderminu E vede 

ke zvýšené fagocytóze nádorových buněk makrofágy a zvýšení počtu natural-killer buněk 

a CD8+ T lymfocytů, má tak poměrně významnou úlohu při aktivaci protinádoré aktivity. 

V mnoha nádorech je exprese gasderminu E potlačena metylací jeho mRNA.34 

Další cesta aktivace pyroptózy je zprostředkovaná granzymovými proteázami, které jsou 

součástí zabíječských mechanismů NK (natural killer) buněk a cytotoxických T 

lymfocytů (CD8+). Proteáza granzym A je schopna štěpit gasdermin B, což vede k tvorbě 

pórů v plazmatické membráně a pyroptóze. Exprese gasderminu B je zvyšována produkcí 
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interferonu γ aktivovanými cytotoxickými lymfocyty. Zvýšená exprese gasderminu B 

byla pozorována u kolorektálního karcinomu nebo u karcinomu pankreatu.35 

2.2.4 Autofágie 

Především homeostatickou funkci má programovaná buněčná smrt autofágie vyskytující 

se téměř u všech eukaryotických buněk. Tato forma buněčné smrti zajišťuje odstranění 

poškozených proteinů a poničených organel a její role je především cytoprotektivní. 

Přikládá se jí význam v udržování mládí.36 Je indukovaná jak extracelulárním, tak 

intracelulárním stresem a zároveň je i součástí mnoha fyziologických procesů, jako 

například v rámci odpovědi buněk na nedostatek živin nebo energie a kontroly buněčného 

růstu.36 Při autofágii je z membrány (původem z plazmatické membrány, 

endoplazmatického retikula nebo Golgiho aparátu) zformován tzv. fagofor, který obklopí 

proteiny nebo organely určené k degradaci, poté se uzavře, čímž vznikne autofagozóm, a 

ten nakonec splyne s lysozómem, který enzymaticky degraduje obsah autofagozómu. 

Proces autofágie je spojen s uvolněním ATP do extracelulárního prostředí.37 

3 Imunogenní buněčná smrt 

Imunogenní buněčná smrt (ICD) je indukována organelovým či buněčným stresem a 

vrcholí buněčnou smrtí doprovázenou expresí, aktivní sekrecí nebo pasivním uvolněním 

molekul značících nebezpečí, DAMPs.38 To jsou molekuly významné pro mobilizaci 

antigen prezentujích buněk, jejich maturaci a následně pak i aktivaci vrozených i 

adaptivních mechanismů imunitního systému.39 DAMPs by dále mohly být rozděleny na 

cDAMPs, konstitutivní, základní signály, které jsou uvolněny z buňky ještě před 

samotnou iniciací buněčné smrti a iDAMPs, indukovatelné signály, které jsou generovány 

de novo jako následek buněčné smrti či jsou aktivně generovány již v jejím průběhu, 

odráží se na nich tedy průběh buněčné smrti.40  DAMPs jsou po uvolnění z buněk 

rozeznány PRRs na leukocytech a následně mohou aktivovat mechanismy vrozené i 

adaptivní imunitní odpovědi. Mezi hlavní rodiny PRRs patří 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).  
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4 Damage associated molecular patterns 

4.1 Interferony typu I  

Interferony typu I (IFN I) jsou především známé tím, že jsou produkovány všemi 

buňkami napadenými viry (IFN-β) a zejména plazmacytoidními dendritickými buňkami 

(IFN-α).41 Masivní produkce IFN I však může být vyvolána i po chemoterapii založené 

na antracyklinech (např. doxorubicin).42 Nádorové buňky u kterých je vyvolána 

imunogenní buněčná smrt, produkují IFN I po stimulaci TLR3, pravděpodobně vlastní 

RNA uvolněnou ze stresovaných a umírajících buněk.42  Jinou možností produkce IFN I 

nádorovými buňkami, je stimulace přes cytosolickou cyklickou GMP-AMP syntázu 

(cGAS).43 cGAS podléhá konformační změně po navázání mitochondriální DNA a 

následně produkuje cyclic GMP–AMP (cGAMP) z ATP a GTP. cGAMP funguje jako 

tzv. druhý posel, který je detekován cyclic-dinucleotide sensorem STING (stimulator of 

interferon response cGAMP interactor 1), což je transmembránový protein na 

endoplazmatickém retikulu. Ve finále je fosforylován transkripční faktor pro produkci 

IFN I.44 

Uvolněné IFN-α a IFN-β se váží k heterodimerickému transmembránovému receptoru 

IFNAR (IFNα receptor) na nádorových buňkách, který je složen z podjednotek IFNAR1 a 

IFNAR2.45 IFNAR dále aktivuje proteintyrosinkinázu JAK1 (Janus kinase 1) a 

tyrosinkinázu TYK2, které fosforylují cytoplazmatické proteiny STAT1 a STAT2.45 Tyto 

proteiny následně dimerizují a jsou translokovány do jádra, kde působí jako transkripční 

faktory. Jejich komplex s ISGF3 (IFN-stimulated gene factor 3) se váže na DNA, kde 

aktivuje transkripci ISGs (IFN-stimulated genes). Proteiny kódované ISGs navozují 

antivirový stav buněk, který spočívá v inhibici virové transkripce, translace a replikace a 

degradace virové nukleové kyseliny.46,47 

Imunostimulačních efektů IFN I je několik, jedním z nich je posílení cytotoxických 

funkcí CD8+ T buněk a NK buněk. Byl pozorován vliv IFN I na protinádorovou odpověď 

NK buněk – myši byly infikované lymfocytární meningitidou, čímž se zesílila aktivace 

NK buněk, a dále byly injikovány nádorovou linií TC-1 a zároveň jim byly podány 

protilátky proti receptoru pro IFN I, proti membránovému glykoproteinu NK1.1, který má 

důležitou roli při aktivaci NK buněk, nebo byla použita kombinace obou blokačních 

protilátek. Blokace receptoru pro IFN I vedla k 20% zvýšení nádorových metastáz, což 

značí významnou roli IFN I při protinádorové odpovědi. Zvýšení tvorby metastáz však 
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nebylo pozorováno při použití samotné protilátky proti NK1.1 ani při kombinaci této 

protilátky s protilátkami proti receptoru pro IFN I. NK buňky tedy pro svou 

protinádorovou aktivitu nezbytně potřebují IFN I.48  

Dalším imunostimulačním efektem IFN I je vliv na tzv. zkříženou prezentaci. Apoptóza 

zprostředkovaná přes navázání in vitro připravené specifické RNA na receptor RIG-I 

(retinoic acid-inducible gene I) na melanomových buňkách je spojena s uvolněním IFN I. 

To bylo potvrzeno in vivo při použití melanomové linie, která byla deficientní pro 

transkripční faktory pro RIG-I a wild-type linie s funkčním RIG-I. Takto umírající buňky 

byly kultivovány s dendritickými buňkami in vitro.  Uvolněný IFN I stimuloval maturaci 

dendritických buněk a vedl k expanzi a aktivaci tumor-antigen specifických 

cytotoxických T lymfocytů.49  

4.1.1 Ovlivnění aktivity IFN I při léčbě nádorů 

4.1.1.1 STING agonista 

Jednou možností, jak využít IFN I v nádorové terapii, je použití agonisty 

transmembránového proteinu STING na endoplazmatickém retikulu, jehož aktivace vede 

k produkci IFN I. První molekulou, která byla použita jako agonista STING, byla 

kyselina flavonová (flavone acetic acid; FAA). Výsledky použití FAA na myších 

modelech a ve fázi I klinického testování však nevykazovaly výraznou protinádorovou 

odpověď.50 Následně byl vyvinut derivát FAA, DMXAA (5,6-dimethylxanthenone-4-

acetic acid). DMXAA měl velmi příznivé výsledky u několika myších modelů různých 

karcinomů a ukázal se být efektivní i při kombinaci s různými typy nádorových terapií. 

Nejprve byl v I. fázi klinického testování použit samotný DMXAA při léčbě solidních 

nádorů – ukázalo se ale, že porušuje funkci oční retiny inhibicí fosfodiesteráz a vykazuje 

některé benefity při léčbě nádorů až při použití neobvykle vysoké dávky.51 Další testy pak 

byly prováděny s použitím kombinace DMXAA s cytostatikem (docetaxelem) a tato 

kombinace se dostala až do III. fáze klinického testování pro léčbu velkobuněčného 

karcinomu plic, ale studie však byla předčasně ukončena pro svou neúčinnost.52 Podobně 

dopadly i další testy prováděné na jiných karcinomech.53 Neúčinnost DMXAA 

v klinickém testování byla vysvětlena v roce 2013 – DMXAA se váže specificky na myší 

STING, ale ne na lidský STING.54 

Ve II. fázi klinického testování se nyní nachází dva agonisté STING. Jedním z nich je 

cyklický dinukleotid MK-1454, který je testován v kombinaci s anti-PD1 terapií u 
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pacientů se skvamózním karcinomem hlavy a krku.55 Dalším testovaným agonistou 

STING je cyklický dinukleotid ADU-S100.53 

4.1.1.2 Pegylované interferony 

Navazání polyetylen glykolu (PEG; „pegylace“) zvyšuje obecně stabilitu proteinů, a u 

různých cytokinů včetně interferonů také redukuje jejich toxicitu. Jako adjuvantní léčivo 

byl pro pacienty s melanomy ve fázi II a III schválen pegylovaný IFN-α2b. Léčba vedla 

ke zlepšení RFS (relapse-free survival); tedy prodloužení doby od konce primární léčby 

do vzniku nových symptomů nádoru, avšak nedošlo ke změně délky doby přežití pacientů 

od diagnózy.56 

Pegylovaný IFN-α použitý u pacientů s melanomem může vést k účinnější odpovědi na 

blokaci PD1 receptoru na T lymfocytech. 25 pacientů s melanomem ve III/IV fázi bylo 

pozorováno po léčbě pegylovanými IFN-α a následně monoklonálními anti-PD-1 

protilátkami (pembrolizumab). Recidiva melanomu se nevyskytla u žádného pacienta 

v prvních 2 měsících a pouze u 4 pacientů se vyskytla v prvních 4 měsících po léčbě. 

V kontrolní skupině pacientů, kterým nebyly podány pegylované IFN-α, se recidiva 

objevila u 2 z 31 pacientů v prvních 2 měsících a u 13 pacientů v prvních 4 měsících po 

léčbě protilátkami pembrolizumab. Během 6-8 měsíců po léčbě byla recidiva nádoru u 

pacientů s podanými pegylovanými IFN-α výrazně nižší než u skupiny, které IFN podány 

nebyly. Tato kombinace terapie pro pacienty s melanomy se tedy jeví do budoucna 

poměrně nadějně a zaslouží si další pozorování.57 

4.2 Kalretikulin (CALR)  

Kalretikulin je protein, který se normálně vyskytuje v endoplazmatickém retikulu všech 

buněk, kde má několik funkcí. Je důležitým Ca2+ vazebným proteinem, který reguluje 

vápníkovou homeostázu a je důležitým chaperonovým proteinem.58 Společně 

s kalnexinem napomáhá skládání glykoproteinů procházejících přes ER, včetně MHC I 

glykoproteinů.59 Je složen ze tří domén, N-terminální globulární domény, která zajišťuje 

správné skládání proteinů, prolin-bohaté domény vysoce afinitní k Ca2+ a C-domény, 

která rovněž, avšak s nižší afinitou váže Ca2+.60  

Buněčná smrt navozená cytostatikem odvozeným od antrachinonu mitoxantronem 

(MTX), oxaliplatinou (OXP), některými dalšími cytostatiky či ultrafialovým-C zářením 

(UVC) vede k translokaci CALR na povrch plazmatického retikula již po několika 

hodinách po podání látky.61 MTX, OXP či UVC záření způsobují rychlou fosforylaci 
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eIF2α (eukaryotic Initiation Factor 2) serin/threoninovou kinázou PERK.62 

Hyperfosforylace eIF2α je typická během stresu ER.61,63 Translokace CALR probíhá  

exocytózou zprostředkovanou SNARE proteiny.62 Buňky s CALR na povrchu jsou 

fagocytovány ještě před samotným započetím apoptózy, to znamená kondenzací 

chromatinu či ztrátou mitochondriálního transmembránového potenciálu.61 CALR posléze 

interaguje s molekulou ERp57 a vytváří CRT/ERp57 komplex, který funguje jako 

tzv.„eat me“ signál pro fagocytující buňky, včetně dendritických buněk. ERp57 je 

multifunkční protein, který se nachází v několika buněčných lokacích a má několik 

různých funkcí, například napomáhání CALR a kalnexinu při skládání proteinů v ER.62,64 

CALR exprimovaný na plazmatické membráně není induktorem imunitní odpovědi, 

pokud jeho translokace není důsledkem buněčné smrti navozené cytostatiky či UVC. 

Takový CALR funguje jako „eat me“ signál pro makrofágy, ale ne pro dendritické buňky. 

Makrofágy mají receptor CD91 (také známý jako low-density lipoprotein-related receptor 

protein 1, LRP1), který se naváže na CALR a tím dojde k makropinocytóze.65  

Po několika hodinách podání MTX/OXP/ozáření UVC dochází v buňkách i k aktivaci 

kaspázy 8 a následně konformační změně Bcl2-associated X proteinu (BAX) and Bcl2-

antagonist/killer 1 proteinu (BAK). To jsou proapoptické proteiny rodiny Bcl-2, které 

způsobují permeabilizaci vnější mitochondriální membrány.62,66 Proto, aby byl CALR na 

povrch translokován jsou nutné oba kroky – jak aktivace PERK a fosforylace eIF2α, tak 

aktivace kaspázy-8, Bax a Bak.62 Na povrchu se CALR může svou C-doménou vázat na 

molekuly fosfatidylserinu (PS), který se v živé buňce nachází na vnitřní straně 

plazmatické membrány a po indukci apoptózy je translokován na stranu vnější, kde 

funguje jako „eat me“ signál pro fagocyty. CALR však může být translokován na vnější 

stranu membrány ještě ve velmi raných fázích apoptózy a vyskytnout se na membráně 

dříve než PS.67,68 

K rozpoznání apoptických buněk a vyvolání imunogenní odpovědi slouží i molekula C1q, 

která je součástí komplementového systému.69 Tato molekula funguje jako opsonin, 

označuje buňky určené k pohlcení fagocyty.70 Ukázalo se, že C1q spolupracuje s CALR a 

PS - C-terminální globulární doména CALR se váže na C1q molekulu v přítomnosti Ca2+ 

a ta je dále propojena s globulární doménou PS.71,72 V případě deficience CALR může 

C1q částečně jeho roli kompenzovat zvýšením produkce interleukinu 6 (IL-6), což je 

prozánětlivý cytokin s četnými funkcemi při regulaci imunitní odpovědi.73 CALR může 

také snížit produkci interleukinu 8,  který může nádoru napomáhat svou schopností 
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podporovat angiogenezi.72,74 Nadměrná produkce interleukinu 8 nádorovými buňkami 

vede také k chemotaktické migraci leukocytů, důsledkem čehož je zvýšeno množství 

pronádorových růstových faktorů.75  

TNF-related apoptosis inducing ligand (TRAIL) se běžně nachází na NK buňkách, T 

buňkách a NKT buňkách a po navázání na TRAIL receptor vede k sestavení DISC a 

následně k apoptóze aktivované vnější dráhou. Tento ligand je rovněž schopen 

interagovat s CALR a vést k jeho expozici na plazmatickou membránu.76 

CALR se může nacházet i na povrchu zdravých buněk, avšak takové buňky produkují 

dostatek „do not eat me“ signálů, jako například CD47 nebo CD31, které zabraňují 

fagocytóze.77 Řada typů nádorových buněk exprimuje na svém povrchu zvýšené množství 

CD47 nebo CD31 jako jeden z mechanismů úniku nádoru před aktivitou imunitních 

mechanismů. Při apoptóze dochází k redistribuci CD47 molekul na membráně a nárůstu 

CALR.65  

4.2.1 CALR v protinádorové terapii 

Exprese CALR na nádorových buňkách byla spojena s lepším průběhem nemoci u 

pacientů s kolorektálním karcinomem, s malobuněčným karcinomem plic, u žen 

s karcinomem ovarií nebo u pacientů s akutní myeloidní leukémií.78–81 Naopak s horším 

průběhem nemoci byla spojena vysoká exprese CALR například u pacientů 

s neuroblastomy nebo pacientek s nádory prsu.82,83  

Na myších s modelem karcinomu hlavy a krku (SCCVII) byl pozorován efekt vyvolaný 

fotodynamickou terapií (PDT) v kombinaci s přidaným rekombinantním lidským CALR. 

PDT v kombinaci s CALR prodloužila dobu, za kterou nádor vyrostl do velikosti 200 

mm3 o 21 dní v porovnání s neléčenými nádorovými buňkami a o 17 dní v porovnání 

s využitím samotné PDT. O 21 dní byla prodloužena doba růstu nádoru i při použití PDT 

společně s mitoxantronem. Na nádor nemělo žádný vliv použití samotného CALR nebo 

mitoxantronu a žádný pozitivní efekt se při použití PDT a CALR nevyskytl u 

imunodeficientních myší, což značí zapojení adaptivní imunity u imunokompetentních 

myší.84 

Mutace v exonu 9 v genu pro CALR jsou zaznamenávány u pacientů s primární 

myelofibrózou nebo esenciální trombocytémií. U obou nemocí to jsou mutace způsobené 

posunem čtecího rámce o 1 bp. Mutovaná sekvence aminokyselin pro CALR je zcela 

rozdílná od sekvence nemutované a může být využita pro imunoterapii. Skupina M. 
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Holmströma vyvinula specifické CD4+ T lymfocyty pro mutovanou sekvenci CALR. 

Takové lymfocyty jsou schopny zabít buňky s mutovaným CALR a mohly by být 

v budoucnu potenciálně využívány v protinádorové terapii.85 

4.3 High-mobility group box 1 (HMGB1) 

HMGB1 je protein, o velikosti menší než 30 kDa, který se v normálním stavu nachází 

v jádře všech buněk kromě mozkových neuronů. V jádře buňky je navázán na chromatin 

a působí jako transkripční faktor, zároveň se zde stará o opravy DNA a udržuje 

homeostázu telomer zachováváním aktivní telomerázy.86,87,88 HMGB1 funguje jako 

DAMP, když je pasivně uvolněn do extracelulárního prostředí umírajícími či 

poškozenými buňkami nebo může být aktivně uvolňován leukocyty, případně 

nádorovými buňkami. Ukázalo se, že HMGB1 má roli jak imunostimulační, tak i 

imunosupresivní a může pak napomáhat přežití nádorových buněk. Aktivity proteinu 

HMGB1 ovlivňuje jeho redoxní stav; vnitřní dráha aktivace apoptózy vede k produkci 

ROS, které oxidují HMGB1 a oxidovaný HMGB1 je tolerogenní.21 

Nukleární HMGB1 vyskytující se v „klidných“ buňkách je v plně redukované formě, tedy 

jeho 3 cysteiny (Cys23, Cys45, Cys106) exprimují thiolové skupiny. Pokud je 

redukovaný protein HMGB1 uvolněn do extracelulárního prostředí v důsledku nekrotické 

smrti buňky, tvoří komplex s chemokinem CXCL12 a funguje jako chemoatraktant pro 

leukocyty.89 Pokud je HMGB1 částečně oxidovaný a je vytvořena disulfidická vazba 

mezi Cys23 a Cys45, ale Cys106 zůstává v redukované formě, extracelulární HMGB1 

stimuluje TLR4 a vede k produkci TNF a jiných prozánětlivých cytokinů makrofágy 

(např. TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-8, macrophage inflammatory protein (MIP)-1α  a MIP-

1β).90 Další oxidace HMGB1 vede k vytvoření sulfonylových skupin na jednom nebo 

více cysteinech a HMGB1 tím ztrácí veškeré prozánětlivé schopnosti. Jakmile dojde 

k vytvoření sulfonylové skupiny, proces je ireverzibilní.91 
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HMGB1 v extracelulárním prostředí se s vysokou afinitou váže na několik receptorů, 

především na advanced glycosylation end-product-specific receptory (RAGEs), pokud je 

redukovaný a na TLR2 a TLR4, pokud je částečně oxidovaný. TLR4 je znán pro svou 

vazbu s LPS gram-negativních bakterií.92 K vazbě LPS na TLR4 je nutná přítomnost 

koreceptorů MD2 a CD14, k následující signalizační kaskádě, která vrcholí translokací 

NF-κB do jádra, jsou pak využity proteiny myeloid differentiation primary response 88 

(MyD88) a TIR domain-containing adapter-inducing interferon β (TRIF).93,94,95,96 

HMGB1 stejně jako LPS potřebuje k aktivaci TLR4 přítomnost koreceptorů CD14 a 

MD2 a signalizační kaskáda probíhá přes MyD88.97,98,99 Vazba redukovaného HMGB1 

na RAGE receptor vede k aktivaci NF-κB a tvorbě cytokinů.100  

Extracelulární proteiny HMGB1 pocházející z nádorových buněk indukují apoptózu v 

dendritických buňkách a zvyšují tvorbu tlumivého cytokinu IL-10 tumor-asociovanými 

Treg.101,102 Zvýšená exprese HMGB1 je v nádorových buňkách způsobena jejich sekrecí 

interleukinu 15 a TGF-α (transforming growth factor α) a byla prokázána u 

Obr. 3: role HMGB1 – v jádře funguje plně redukovaný HMGB1 jako DNA 

chaperon. Když je buňka poškozena nebo podléhá buněčnému stresu, uvolní 

HMGB1 do extracelulárního prostředí. V závislosti na redoxním stavu HMGB1 

může dojít k migraci buněk díky chemoatraktivní roli redukovaného HMGB1, 

k uvolnění cytokinů díky částečně oxidovanému HMGB1 nebo jeho uvolnění 

zůstane bez odezvy v případě, že je plně oxidovaný. Obrázek převzat z 97. 
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kolorektálního karcinomu nebo u maligního mezoteliomu, u kterého byla po inhibici 

vazby HMGB1 na RAGE výrazně snížena životnost nádorových buněk.103,104,105  

4.3.1 Využití HMGB1 v protinádorové terapii 

Zkoumána byla přímá i nepřímá inhibice extracelulárního HMGB1 v nádorové terapii. 

Jako antagonisté HMGB1 fungují rekombinantní HMGB1 A box protein, protein RAP 

(RAGE antagonist peptide), který inhibuje signální kaskádu zprostředkovanou přes 

RAGE receptor, glycyrrhizin, který se přímo váže na HMGB1 a blokuje jeho aktivitu 

nebo ethylpyruvát (alifatický ester kyseliny pyrohroznové; EP). Pro zjištění efektu 

inhibice HMGB1 v protinádorové terapii in vivo byly použity tři různé myší modely 

nádorů prsu (basal-like breast cancer 4T1, 67NR and EpRas) a jeden model 

velkobuněčného karcinomu plic. U všech čtyřech myších modelů byl pozorován výrazný 

pokles v nárůstu nádorů po inhibici HMGB1 a všechny čtyři použité inhibitory 

vykazovaly podobné protinádorové aktivity. Po inhibici HMGB1 došlo k poklesu 

monocytických a granulocytických myeloidních supresorových buněk (MDSCs), které 

vykazují imunosupresivní aktivitu. Dále byl pozorován vyšší poměr M1 makrofágů vůči 

M2 makrofágům a pokles Treg. Naopak byla zvýšena aktivace antigen prezentujících 

buněk a byl také zvýšen počet apoptických buněk. Inhibice HMGB1 také posiluje efekt 

anti-PD1 terapie u všech čtyřech pozorovaných nádorů.106 Inhibitory HMGB1 se zatím 

nedostaly do klinické fáze testování. Kromě výše zmíněných inhibitorů přichází v úvahu 

pro klinický výzkum ještě několik dalších molekul; například peptid P5779, který 

specificky blokuje HMGB1-TLR4/MD-2 dráhu nebo monoklonální HMGB1 protilátky 

(m2G7 nebo #10–22).107 

4.4 ATP 

Extracelulární ATP je dobře známý „find me“ signál pro neaktivované dendritické buňky 

a makrofágy uvolňovaný z apoptických buněk. Váže se na purinergní receptor P2Y2 

monocytů, které mobilizuje vůči apoptickým buňkám.108 Narušení této signální dráhy 

enzymatickým odstraněním ATP nebo inhibicí P2Y2 receptoru vedlo k výraznému snížení 

odstraňování apoptických buněk.108 Ukázalo se, že k účinné imunitní odpovědi navozené 

chemoterapeutiky je zapotřebí přítomnost extracelulárního ATP uvolněného 

z nádorových buněk.109 Uvolnění ATP je velmi často blokováno v nádorových buňkách 

díky inaktivaci genů zodpovědných za spuštění autofágie.37 Samotná indukce autofágie 

farmakologickými stimulanty, například rapamycinem, nevede k účinnému uvolnění 

ATP, musí být tedy spojena s kaspázově-závislou buněčnou smrtí.37 Na autofágii 



17 

 

nezávislý způsob uvolnění ATP je přenos přes membránový kanál pannexin 1 (PANX1); i 

tento způsob uvolnění je spojen s aktivitou kaspáz.110 Pasivně může být ATP uvolňováno 

v pozdní fázi apoptózy porušenou plazmatickou membránou.111 

Uvolněné ATP se kromě P2Y2 receptoru může vázat i na purinergní receptory P2X7 na 

dendritických buňkách a makrofázích. Ligace tohoto receptoru způsobí sestavení 

inflamazómu a následuje aktivace kaspázy-1 a uvolnění interleukinu 1β, který se účastní 

protinádorové odpovědi – například je na něm pravděpodobně závislá produkce cytokinů 

IL-2 a IFN-γ T1 pomocnými lymfocyty.112,113 P2X7 receptory se však nachází ve velké 

míře i na většině nádorových buněk, včetně buněk rakoviny prsu, prostaty, kolorektálního 

karcinomu a dalších.114,115,116 U rakoviny prostaty vede aktivace P2X7 k významnému 

zvýšení migrace a invazivity nádorových buněk, u rakoviny prsu byl zaznamenán 

podobný efekt.117,118 U kolorektálního karcinomu vysoká exprese P2X7 receptoru koreluje 

s velikostí tumoru a metastázemi lymfatických uzlin.119 Aktivace P2X7 receptoru vyvolá u 

buněk kolorektálního karcinomu aktivaci NF-κB, která vede k vyprovokování maligního 

fenotypu a zvýšené proliferaci nádorových buněk.119 Vysoká exprese P2X7 receptorů 

v nádorových buňkách vede k aktivaci transkripčního faktoru NFATc1, který má 

klíčovou roli v nádorovém růstu a rychlém uvolňování vaskulárního endotelového 

růstového faktoru (VEGF), který je hlavním mediátorem v angiogenezi.120 Blokace 

receptoru P2X7, stejně jako blokace VEGF monoklonální protilátkou bevacizumab 

(Avastin) potvrdila výrazný pokles rychlosti růstu a velikosti nádoru.120  

Zda se ATP naváže na receptor P2X7 nebo na receptor P2Y2 zřejmě záleží na jeho 

koncentraci. Pro aktivaci P2X7 receptoru je efektivní koncentrace EC50 > 100 μM, ale pro 

aktivaci P2Y2 receptoru je tato koncentrace pouze EC50 < 1 μM.121  

Hydrolyzovaná forma ATP adenosin má však imunosupresivní efekt. Hydrolýzu během 

sekund vykonají povrchové ektonukleotidázy, jako například CD39 (Ectonucleoside 

triphosphate diphosphohydrolase-1; ENTPD1) a CD73 (ecto-5′-nucleotidase).122,123 

Hydrolýza ATP na adenosindifosfát (ADP) a následně na adenosinmonofosfát (AMP) je 

přednostně katalyzována nukleotidázou CD39, přičemž dochází k minimálnímu úniku 

ADP; většina je hydrolyzována na AMP.122 CD73 pak katalyzuje konverzi AMP na 

adenosin.123 Hydrolýza katalyzovaná nukleotidázou CD39 je reverzibilní díky aktivitě 

extracelulárních nucleoside-diphosphate (NDP) kináz, zatímco hydrolýza katalyzovaná 

CD73 nukleotidázou je reverzibilní pouze po transportu adenosinu do intracelulárního 

prostředí, kde se vyskytuje adenosin kináza.123 Adenosin aktivuje receptory spjaté s G-
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proteiny, známé jsou A1, A3, A2A a A2B receptory. Stimulace A2A, A2B receptorů na T 

lymfocytech vede k aktivaci adenylátcyklázy a zvýšenému množství cyklického 

adenosinmonofofátu (cAMP), který funguje v mnoha reakcích jako tzv. druhý posel.124 

Zvýšené množství cAMP vede k aktivaci cAMP-dependent protein kinázy I (PKA), která 

fosforyluje COOH-terminal Src kinázy (Csk).125 Fosforylovaná Csk pak fosforyluje 

lymphocyte-specific tyrosine kinázu (Lck), která se tímto deaktivuje a nemůže aktivovat 

T receptor a produkci IFN-γ.125 Zvýšená produkce cAMP také blokuje aktivaci NF-κB 

v B lymfocytech a snižuje tak jejich proliferaci.126 Naopak aktivace A1 a A3 receptorů 

inhibuje produkci cAMP a tyto receptory jsou tedy vnímány jako imunostimulační.127,128 

Se špatnou prognózou jsou spojeny nádory vykazující zvýšené množství exprimovaných 

CD73 nukleotidáz. Mezi takové nádory patří triple-negativní karcinom prsu (TNBC), u 

kterého se navíc vyskytuje i rezistence k imunogenní buněčné smrti indukované 

antracykliny, dále pak high grade serózní karcinomy (HGSC) ovarií nebo kolorektální 

karcinom.129,130,131 Exprese CD73 u pacientů s maligním melanomem s mutací BRAF 

genu není nutně vysoká, ale u případů, kdy vysoká je, je spojena s mutací genu TP53 pro 

tumor supresivní protein p53.132,133 Zvýšený výskyt této mutace je i u výše popsaných 

typů nádorů, u kterých se vyskytuje vyšší exprese CD73 nukleotidázy.129,130  

Protein p53 také přímo ovlivňuje expresi receptoru A2B.134 A2B má výrazně menší afinitu 

k adenosinu než ostatní známé receptory pro adenosin a předpokládá se, že ho stimulují 

pouze nadměrně vysoké hladiny adenosinu.135 Stimulace A2B pak za normálních 

podmínek vede k apoptóze indukované přes p53 protein, při které se výrazně sníží 

množství proteinů Bcl-2, které podporují přežití buňky a zvýší množství proapoptického 

Puma proteinu z  proteinové rodiny BH3. Tento typ apoptózy byl navozen 

chemoterapeutikem cisplatinou.134 

4.4.1 Využití ATP v protinádorové terapii 

Nadějně se jeví zesílení protinádorové odpovědi pomocí inhibice endonukleotidáz CD39 

a CD73 a blokace A2A a A2B receptorů. Vliv kombinace inhibice CD73 a A2A receptoru 

byl zkoumán na geneticky modifikovaných myších deficientních pro CD73 i A2A 

receptory, pouze CD73 nebo A2A receptor a myších s normálním fenotypem. Byl použit 

AT-3 myší karcinom a SM1WT1 BRAF-mutovaný melanom, které jsou rezistentní 

k anti-PD1 terapii. Inhibice CD73 i A2A receptoru vedla k výraznému zmenšení nádoru 

v porovnání s myšmi, které měly inhibovanou expresi pouze CD73 nebo A2A receptoru 
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nebo s myšmi s wild-type fenotypem.136 Podobně účinná byla tato kombinace i při 

redukci tvorby metastáz u modelu experimentálního metastatického melanomu LWT1 a 

vyšší přežití vykazovaly  i myši s inhibovaným CD73 a A2A receptorem s přenesenými 

nádorovými RMA-s lymfatickými buňkami, které postrádají hlavní histokompatibilní 

komplex I. třidy (MHCI).136 Takto pozitivní výsledek byl vysvětlen především úspěšnou 

infiltrací CD8+ T lymfocytů do nitra nádoru (tumor core). Toto pozorování pak bylo dále 

potvrzeno, jelikož odstraněním CD8+ T buněk došlo ke ztrátě kontroly nad nádorem.136 

V jiné studii byl pozorován efekt způsobený delecí pouze A2A receptoru na myeloidních 

buňkách. Hustota takových buněk v nádoru v porovnání s myeloidními buňkami 

s nedeletovaným A2A receptorem sice zůstala beze změny, ale byla u nich prokázána 

vyšší exprese hlavního histokompatibilního komplexu II (MHCII) a prozánětlivého IL-12 

tumor-asociovanými makrofágy a výrazně nižší exprese intracelulárního IL-10 antigen-

prezentujícími buňkami, který inhibuje buněčnou imunitu. Delece A2A receptoru vedla 

také k vyššímu počtu NK buněk a CD8+ T lymfocytů v nádoru.137 V další studii byl 

vyvinut selektivní antagonista A2B receptoru, díky kterému byl snížen růst nádorů 

močového měchýře a snížen růst a vznik plicních metastáz nádoru prsu.138 Ve druhé fázi 

klinického testování se nachází využití duálního antagonisty A2A a A2B receptorů AB928 

pro léčbu karcinomu rekta.139 

4.5 Heat-shock proteiny 

Fyziologický stres buněk způsobuje poškození a nesprávné sbalení proteinů. Jedny 

z proteinů sloužících k obnově buněčné homeostázy jsou vysoce konzervované heat 

shock proteiny (HSP). Tyto proteiny nejčastěji slouží jako molekulární chaperony, váží se 

na denaturované proteiny a asistují při jejich sbalování do nativní konformace.140 Savčí 

HSP byly rozděleny podle molekulární hmotnosti do 4 skupin: HSP90, HSP70, HSP60 a 

malé HSPs o velikosti okolo 15-30 kDa.141  

4.5.1 Heat shock protein 90 

Chaperonový HSP90 je exprimován všemi savčími buňkami a ke své správné funkci je 

závislý na několika ko-chaperonových proteinech a ATP.142 Mnoho proteinů, které 

HSP90 ovlivňuje, jsou proteiny podporující přežití buňky a proliferaci. Jedním z nich je 

například matrixová metaloproteináza (MMP2) se kterou interaguje extracelulární 

isoforma HSP90-α.143 MMP2 je spojena s angiogenezí, invazivností a růstem karcinomu 

močového měchýře, její exprese je zvýšená také u karcinomu žaludku, kde se vykytuje i 
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zvýšená hladina VEGF.144,145 Podobně se nachází vysoké hladiny MMP2 a VEGF i u 

karcinomu ledvin.146 Další z proteinů, který je ovlivňován HSP90 je proapoptický Bcl-2 

protein. Na mitochondriální membráně a v přítomnosti Ca2+-kalmodulinu se nachází 

protein FKBP38, který zabraňuje apoptóze interakcí s proapoptickým Bcl-2; FKBP38 

protein interaguje s HSP90 (v přítomnosti Ca2+-kalmodulinu) a touto interakcí je 

zabráněno vazbě na Bcl-2, čímž je podpořena apoptóza.147 HSP90 také přímo interaguje 

s kinázou RIPK1 a je nezbytný k tomu, aby tato kináza mohla přenášet signál přes 

TNFR1 po stimulaci TNF. Inhibice HSP90 specifickým inhibitorem geldanamycinem 

(GA) vedla k blokaci aktivace NF-κB a tedy k zcitlivění buněk k TNF-indukované 

apoptóze.148 

Dalším proteinem, který je ovlivňován HSP90, je tumor supresivní protein p53. Tento 

protein je velmi nestabilní a především při stresových podmínkách potřebuje být 

stabilizován, k tomu slouží právě HSP90.149 Bez přítomnosti HSP90 ztrácí při vyšších 

teplotách protein p53 nenávratně svoji schopnost vazby na DNA.149 U nádorových buněk 

se vyskytuje mutovaný protein p53, který má místo tumor-supresivní schopnosti 

onkogenní schopnost (shrnuto v 150). Nádorové buňky například vykazují zvýšený příjem 

glukózy, který je spojen s aerobní glykolýzou; mutovaný protein p53 udržuje příjem 

glukózy díky interakcím s glukózovým transportérem GLUT1. Buňky tak mohou růst 

v hypoxickém prostředí, které je nepříznivé pro buňky imunitního systému zajišťující 

imunitní dohled.151 Další onkogenní schopností mutovaného p53 proteinu je potlačení 

autofágie; například přímou inhibicí kinázy AMPK (AMP-activated protein kinase), která 

při metabolickém stresu indukuje autofágii.152 

Bylo vyvinuto několik různých inhibitorů HSP90. V rané fázi klinických testů bylo 

několik různých inhibitorů (Retaspimycin (IPI-504), AUY922 nebo Ganetespib), ale 

výsledky neodpovídaly pozitivnímu efektu na nádorový růst v preklinických fázích testů 

a vývoj těchto inhibitorů byl přerušen.153 

4.5.2 Heat shock protein 70 

Dalším z rodiny heat shock proteinů je HSP70. Tento protein je schopen fungovat jako 

chaperon i cytokin; jeho uvolnění z poškozených a umírajících buněk aktivuje imunitní 

odpověď vazbou na TLR2 a TLR4 receptory na monocytech.154 Signální kaskáda vedoucí 

k produkci prozánětlivých cytokinů, jako je například TNF-α, IL-6 a IL-1β, je 
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zprostředkována přes adaptorový protein MyD88 a transkripční faktor NF-κB a je nutná 

přítomnost koreceptoru CD14.154  

HSP70 je nadměrně exprimován u nádorových buněk. Je pro ně výhodný svou schopností 

zabraňovat různým druhům buněčné smrti – kaspázově závislé i nezávislé apoptóze, 

nekróze i autofágii. Mechanismus inhibice buněčné smrti spočívá v supresi aktivace 

RIPK1 kinázy ztrátou E3 ligáz a zabránění tvorbě komplexu II.155 Zajímavé také je, že 

buněčná smrt vyvolaná inhibicí HSP70 byla nezávislá na Bcl-xL proapoptickém 

proteinu.155 Pokud byly kaspázy zablokovány kaspázovým inhibitorem z-VAD.fmk, tak 

byla stejně vyvolána buněčná smrt a to nekroptóza.155 Vysoká exprese HSP70 byla 

prokázána u akutní leukémie, rakoviny žaludku, prsu a endometria (shrnuto v 156). 

Vysoká exprese HSP90 proteinu se vyskytuje i u karcinomu močového měchýře.157 Při 

použití 7-N-allylamino-17-demethoxygeldanamycinu (17-AAG), inhibitoru HSP90, byl 

zesílen cytotoxický efekt různých chemoterapeutik (cisplatiny, docetaxelu a 

gemcitabinu).157 Inhibice HSP90 však způsobila zvýšenou expresi HSP70, čímž by se 

vysvětlila možná rezistence nádorů vůči terapii cílené na inhibici HSP90.157 Samotná 

inhibice HSP70 inhibitorem pifithrin-μ (PFT-μ) také zesílila cytotoxický efekt 

chemoterapeutik.157 Kombinace obou inhibitorů indukovala více apoptóz ve spojení se 

všemi třemi chemoterapeutiky a jeví se velmi nadějně pro léčbu karcinomu močového 

měchýře.157 

5 Možnosti ovlivnění imunogenní buněčné smrti v léčbě nádorů 

5.1 Belantamab mafodotin (GSK2857916) 

Pacienti s diagnózou mnohočetného myelomu vykazují zvýšenou expresi B-cell 

maturation antigenu (BCMA). BCMA je transmembránový receptor rodiny TNFR, který 

je stimulován dvěma známými ligandy – B-cell activating factor (BAFF) a proliferation-

inducing ligand (APRIL). Vazba těchto ligandů podporuje proliferaci a přežití především 

plazmatických buněk v pozdějším stádiu diferenciace. Maligní myelom je 

charakterizován abnormální akumulací imunoglobulin-produkujících plazmatických 

buněk v kostní dřeni. Belantamab mafodotin (GSK2857916) je konjugát protilátky proti 

BCMA a cytotoxického inhibitoru mikrotubulární polymerizace monometyl auristatinu-F. 

Léčba mnohočetného myelomu tímto konjugátem vedla nejen k výraznému snížení 

životaschopnosti BCMA exprimujících buněk, ale hlavně k vystavení CALR na 

plazmatickou membránu a sekreci HMGB1, ATP, HSP70 i HSP90, což vedlo k aktivaci 



22 

 

specifické imunitní odpovědi. Belantamab mafodotin také indukoval zvýšenou expresi 

kostimulační molekuly OX40 v CD8+ i CD4+ T buňkách – ligand OX40 udržuje 

aktivované T lymfocyty živé a zvyšuje u nich produkci cytokinů. Proto byla testována 

kombinace belantamabu mafodotinu s 0X86, myším ligandem OX40 receptoru, což vedlo 

ke kompletní léčbě nádoru u 70 %, 40 % nebo 50 % myší v závislosti na dávce OX86. 

Tato kombinace se tedy jeví velmi nadějně i pro klinické využití.158 

5.2 Lurbinectedin 

Lurbinectedin se váže do malého žlábku DNA, kde tvoří kovalentní vazbu 

s exocyklickými guaniny. V různých nádorových buňkách specificky a nevratně 

degraduje polymerázu II a odsuzuje tím buňky k apoptóze.159 Ukázalo se, že lurbinectedin 

má i významnou roli v indukci imunogenní buněčné smrti u mnoha různých nádorových 

linií; u lidského osteosarkomu, kolorektálního karcinomu, rakoviny prsu i myšího 

fibrosarkomu byla pozorována zvýšená translokace CALR na membránu, výrazné snížení 

intracelulárního ATP značící jeho sekreci a zvýšená produkce IFN I. Zároveň byla 

pozorována zvýšená fosforylace eIF2α a inhibice mRNA transkripce.  Zajímavé výsledky 

přinesla kombinace lurbinectedinu s checkpoint inhibitory cílenými na CTLA4 a PD1 

inhibiční receptory na T-lymfocytech vyzkoušená na myších s fibrosarkomemMCA205. 

Tato kombinace výrazně prodloužila dobu přežití a u 3 z 8 myší vedla k úplnému 

vymizení tumoru.160 Lurbinectedin se momentálně nachází ve 3. fázi klinického testování 

pro léčbu malobuněčného karcinomu plic.161 

6 Závěr 

Imunogenní buněčná smrt nádorových buněk může vést ke specifické odpovědi 

imunitního systému proti nádorovým buňkám, a to díky uvolnění molekul značících 

nebezpečí. Uvolnění těchto molekul je spojeno s kaspázově nezávislou buněčnou smrtí, 

nekroptózou, pyroptózou nebo autofágií. Nádorové buňky mají různé mechanismy, jak se 

brání vyvolání imunogenní buněčné smrti. Přímo zabraňují buněčné smrti například 

metylací mRNA pro gasdermin E, jehož štěpení vede k pyroptóze nebo nadměrnou 

expresí HSP70. Pokud dojde k buněčné smrti, snaží se nádorové buňky alespoň zabránit 

její imunogenicitě – předchází uvolnění DAMPs mutací jejich genů (mutace v exonu 9 

pro CALR) či využívají jejich uvolnění pro svůj vlastní prospěch (exprese P2X7 receptoru 

pro ATP, zvýšená exprese CD73 nukleotidáz). 
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V této práci je probráno 5 různých DAMPs; IFN typu I, kalretikulin, HMGB1, ATP a 

HSPs. Tyto DAMPs mají účinky jak imunostimulační, tak i imunosupresivní a pro jejich 

využití v nádorové imunoterapii je zapotřebí správné porozumění jejich mechanismu 

účinku ve zdravých i nádorových buňkách. Využití DAMPs v nádorové imunoterapii se 

momentálně většinou nachází v preklinické fázi testování. V klinické fázi testování už 

jsou agonisté STING receptoru, indukující produkci IFN I, pegylovaný IFN-α pro léčbu 

pacientů s melanomem nebo duální antagonista A2A a A2B receptorů pro adenosin AB928 

pro léčbu pacientů s karcinomem rekta. Do raných fází klinických testů se dostávají i 

inhibitory HSP70 a HSP90, avšak u nich výsledky nejsou příliš povzbudivé.153 Velmi 

nadějně se jeví využití belantamab mafodotinu (GSK2857916), který vyvolává 

imunogenní buněčnou smrt u buněk maligního myelomu nebo lurbinectedin, který 

vyvolává imunogenní buněčnou smrt u více typů nádorových onemocnění a velmi dobře 

funguje u léčby malobuněčného karcinomu plic. 

Pouhé vyvolání imunogenní buněčné smrti nebo posílení efektu některé molekuly značící 

nebezpečí zřejmě nikdy nebude stačit pro likvidaci nádoru. V kombinaci s ostatními typy 

dosavadních léčebných metod však může být klíčovým faktorem pro definitivní 

odstranění nádoru, jelikož je specificky aktivován adaptivní imunitní systém, který je 

schopen rozpoznat případné nově se objevující nádorové buňky při relapsu nemoci.  
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