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Souhrn

Z imunologického hlediska Ize buné¢nou smrt nddorovych bunék rozlisit na imunogenni a ne-
imunogenni v zavislosti na podnétu, ktery ji vyvolava. Imunogenni bunééna smrt na rozdil od
fyziologické apoptdzy vede ke stimulaci imunitniho systému pomoci molekul, které jsou ozna-
¢ovany jako DAMPs (danger associated molecular pattern). V prvnich hodinach imunogenni
bunécéné apoptdzy dochazi k rychlé translokaci chaperonového proteinu kalretikulinu a pro-
teinll teplotniho stresu 70 a 90 (heat-shock - HSP70 a HSP90) z endoplazmatického retikula na
bunécny povrch. Nasledné dochézi k aktivni sekreci molekuly adenosintrifosfatu a pasivnimu
uvolnéni nuklearniho proteinu HMGB1 do extracelularniho prostoru. Spole¢nou vlastnosti
téchto molekul je aktivace bunék imunitniho systému, zejména pak dendritickych bunék, které
se fadi mezi profesionalni antigen prezentujici buriky, které nasledné aktivuji protinadorovou
imunitni odpovéd. Cilem tohoto souhrnného ¢lanku je popsat dosud zndmé induktory imuno-
genni bunécné smrti a jejich vliv na protinddorovou imunitni odpovéd.

Klicova slova
kalretikulin — dendriticka bunka - imunogenni bunééna smrt — protinddorova imunitni
odpovéd

Summary

Cancer cell death can be immunogenic or nonimmunogenic depending on the initiating sti-
mulus. The immunogenic characteristics of immunogenic cell death are mainly mediated by
damage-associated molecular patterns represented by preapoptotic exposure of calreticulin
and heat shock proteins (HSP70 and HSP90) from endoplasmic reticulum at the cell surface
and active secretion of adenosintriphospate. Other damage-associated molecular patterns are
produced in late stage apoptosis as high mobility group box 1 protein (HMGB1) into the extra-
cellular milieu. Such signals operate on various receptors expressed by antigen presenting cells,
mainly by population of dendritic cells, to stimulate the activation of antigen specific T-cell
response. In this review, we describe the current known immunogenic cell death inducers and
their potential to activate antitumor immune response.
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Uvod

Nové poznatky v oblasti nadorové bio-
logie ukazuji, Ze imunitni systém je
schopen rozpoznat neoplastické na-
dorové bunky a znicit je dfive, nez se
projevi jako klinicky zdvazné onemoc-
néni. Slozky imunity hraji ddlezitou roli
i pri lé¢bé klinicky detekovatelnych na-
dord a podporuji ucinek nékterych pro-
tinadorovych lé¢iv [1]. Zakladnim pred-
pokladem pro rozpoznéani nddorovych
bunék imunitnim systémem je existence

nadorové specifickych, resp. asociova-
nych antigend. Ty mohou byt v mensi ¢i
vétsi mite exprimovany nadorovou bun-
kou a napoméhat jeji identifikaci bun-
kami imunitniho systému [2]. Z experi-
mentU je vSak zndmo, Ze nddory rostouci
v imunodeficitnim jedinci jsou mno-
hem vice imunogenni nez nadory ros-
touci u imunokompetentniho jedince.
Imunitni systém totiz vyviji na nado-
rové buriky neustaly selek¢ni tlak, ktery
vede k vybéru variant transformovanych

bunék, které dokdzou uniknout efekto-
rovym mechanizmdm imunitniho sys-
tému. Tato hypotéza se nazyva ,cancer
immune editing”, tj. editace nadoru imu-
nitnim systémem a popisuje tfi odlisné
urovné boje imunitniho systému proti
nadorovym burikam - eliminaci trans-
formované buriky (elimination), ustano-
veni rovnovahy mezi transformovanou
bunkou a organizmem (equilibrium)
a unik transformované bunky pred kon-
trolou imunitnim systémem (escape) [3].

Tab. 1. Induktory ICD 1. a Il. tfidy v Ié¢bé nadorovych onemocnéni, jejich hlavni imunogenni vlastnosti a vliv na imunitni

systém.

Klinicka

Induktor ICD .
aplikace

induktor . tfidy

leukemie, lym-
fomy, détské na-
dory, karcinom
vajecnikl a prsu

mitoxanton
antracykliny

karcinom tlustého

liplati .
oxaliplatina streva a GITU

leukemie, mno-

cyklofosfamid . .
karcinom plic,

prsu a varlat

mnohocetny

bortezomib
myelom

pfiprava imuno-
terapeutickych
vakcin

UVC zareni

vétsina

radioterapie . ,
karcinomu

pfiprava imuno-
terapeutickych
vakcin

vysoky hydrostaticky
tlak (HHP)

induktor Il. tFidy

velké mnozstvi
karcinomu

fotodynamicka terapie
hypericinem

coxsackie virus B3 ve fazi vyzkumu

hocetny myelom,

Produkce DAMP

pre-apoptoticka exprese CRT,
produkce ATP burikami ve
fazi casné apoptozy, pasivni
uvolnéni HMGB1

pre-apoptoticka exprese CRT,
aktivni sekce ATP a post-apo-
ptotické uvolnéni molekuly
HMBG1

pre-apoptoticka exprese CRT,
pasivni uvolnéni HMGB1 ve
fazi pozdni apoptézy

exprese chaperonovych pro-
tein( CRT, HSP70 a HSP90
v procesu ¢asné faze apoptozy

pre-apoptoticka exprese CRT
a HSP70 a produkce HMGB1

pre-apoptoticka exprese CRT
a HSP70 a uvolnéni mole-
kuly HMGB1 v pozdni fazi
apoptézy
pre-apoptotickd exprese CRT,
HSP70 a HSP90, uvolnéni ATP
v Casné fazi apoptozy, a uvolnéni
HMGB1 v pozdni fazi apoptdzy

pre-apoptoticka exprese
CRT a HSP70 a uvolnéni ATP
v Casné fazi apoptozy
exprese CRT a sekrece ATP
v Casné fazi apoptozy

pro Uspéch terapie

Vztah k imunitnimu systému Reference
1 infiltrace nadorového mikropro-
stfedi CD8 T lymfocyty [9,14,
ay8 Th17 lymfocyty, T produkce 16,18]
IFN-y CD8 T lymfocyty
T exprese PD-L1 na povrchu 6,21]
plazmacytoidnich DC !
{ infiltrace nadorového mikro-
prostiedi Tregs, T infiltrace DC [23,24,27]
a CD8T lymfocyty
1 procento IFN-y produkuji-
cich bunék, T NK a CD8 buné¢nou [10,29,30]
cytotoxicitu
1 procento IFN-y produkujicich
CD8T lymfocytd, T cytotoxicity [31-33,36]
mediované NK burnikami
1 infiltrace nadorového mikropro-
stredi aktivovanymi DC, T produkce [12,34,
IFN-y T lymfocyty, T infiltrace CD4 35,37]
a CD8T lymfocyty, | infiltrace Tregs
1 aktivace DC, T IFN-y produkujicich
T lymfocytti (in vitro), [15,40]
| procenta Tregs in vitro
1 aktivace DC, T produkce IL-18 T NO [1117
a IL-10 populaci DC, T expanze CD4 p ’42]’
a CD8T lymfocytu '
vliv na populaci NK bunék kli¢covych (43]

ICD - imunogenni bunécna smrt, DAMP — danger associated molecular pattern, CRT — kalretikulin, ATP — adenosintrifosfat,
HMGB1 - high mobility group box 1, DC — dendritické burky, Tregs - regula¢ni T lymfocyty
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V klinické praxi se nddory diagnostikuji
nejcastéji az ve fazi uniku. Imunitni
systém prestane v této fazi detekovat
nddorovou burku jako ciziho vetrelce,
nebojuje s ni a dochazi k progresi nddo-
rového onemocnéni. Ukazuje se, Ze fada
klinicky pouzivanych lé¢ebnych strategii
plsobi ¢aste¢né mechanizmem zvyso-
vani imunogenicity nadorovych bunék.
Nadorové burky, které v dlsledku
ucinku léc¢ebnych metod zahynou tzv.
imunogenni buné¢nou smrti (immuno-
genic cell death - ICD), aktivuji imunitni
mechanizmy, které tak pfispivaji k elimi-
naci nebo alespon kontrole riistu nddoru
i v jeho pokrocilych stadiich.

Imunogenni bunééna smrt
nadorovych bunék

Z imunologického hlediska Ize buné¢-
nou smrt nddorovych bunék rozlisit na
imunogenni, kdy je burika schopna in-
dukovat specifickou imunitni odpovéd,
a tolerogenni, pfi které je naopak vysled-
kem tolerance k zabité bunce [4]. Apo-
ptdza byla velice dlouho povazovana za
imunologicky tichy typ bunééné smrti
na rozdil od nekrotické bunécné smrti.
Nekréza byla oznacovéna za imuno-
genni, nebot pfi ni dochazi k poruseni
plazmatické membrény a uvolnéni bu-
nécnych komponent a prozanétlivych
cytokin(. Toto dogma bylo v uplynulych
10 letech popfeno fadou praci popisuji-
cich vyznam imunogenni apoptdzy na-
vozené rliznymi modalitami a upozor-
nujicich na jeji vyznam v konceptu ICD
(tab. 1) [5]. Z téchto praci vyplyva, Ze typ
bunécné smrti neurcuje, zda jde o imu-
nogenni smrt, rozhodujici je typ pod-
nétu, ktery bunécnou smrt zahaji [6].
ICD na rozdil od fyziologické apoptdzy
vede ke stimulaci imunitniho systému
pomoci molekul, které jsou oznacovény
jako DAMPs (danger associated molecu-
lar pattern). DAMPs maji za fyziologic-
kych podminek fadu funkci ovliviujicich
metabolizmus, proliferaci a komunikaci
bunék [7]. Pokud se nadorova burnka do-
stane do stresového prostfedi, jsou tyto
molekuly exprimovény na bunécném
povrchu nebo uvolfiovény do mezibu-
nécného prostoru v nadorovém lozisku,
kde aktivuji riznym zplsobem rozli¢né
slozky imunity a obvykle indukuji proti-
nadorovou imunitni reakci [7,8]. V prv-

nich hodindch imunogenni bunécné
apoptézy dochazi k: 1. rychlé translo-
kaci chaperonového proteinu kalretiku-
linu (calreticulin — CRT) [9] a protein(
teplotniho stresu 70 a 90 (heat-shock —
HSP70 a HSP90) z endoplazmatického
retikula (ER) na bunéény povrch [10].
Nasledné dochazi k 2. aktivni sekreci mo-
lekuly ATP (adenosintrifosfat) [11] a 3. pa-
sivnimu uvolnéni nukledrniho proteinu
HMGB1 (high mobility group box 1) [12]
do extracelularniho prostoru. Spolec-
nou vlastnosti téchto molekul je aktivace
bunék imunitniho systému, zejména pak
dendritickych bunék (dendritic cells - DC),
které se fadi mezi profesionalni antigen
prezentujici buriky (antigen presenting
cell - APC) [13]. Vyznam téchto molekul
pro aktivaci imunitniho systému byl pro-
kazén na mnoha in vitro modelech nado-
rovych bunék [11,14-16] a v in vivo my-
sich imunizacnich experimentech [17-19].
Rada preklinickych a retrospektivnich
praci dokumentuje klinicky vyznam
DAMP molekul pro predikci prognézy
pacientd s nddorovymi chorobami [5].
Vy3si exprese DAMP molekul na nado-
rovych bunkach nebo jejich vyssi kon-
centrace v nadorovém mikropro-
stfedi jsou spojovany s lepsi prognézou
onemocnéni.

Induktory imunogenni

bunécné smrti

Jako prvni induktory ICD byly popsény
v letech 2002-2006 chemoterapeutika
mitoxantron, antracykliny (doxorubicin
a idarubicin) [14,16] a radioterapie [12].
V soucasné dobé je identifikovana sku-
pina chemoterapeutik a fyzikalnich mo-
dalit, jejichz spole¢nou vlastnosti je in-
dukovat imunogenni smrt nadorovych
bunék (tab. 1) [6]. Diky mnoha bio-
logickym a chemickym odlisSnostem
téchto modalit vznikl novy systém kla-
sifikace na induktory I. a Il. t¥idy [17].
Induktory imunogenni smrti, které zpd-
sobuiji stres ER nepfimo pres cytozolické
proteiny, proteiny plazmatické mem-
brany a DNA replikaci jsou oznac¢ovéany
jako induktory I. tfidy [17]. Do této sku-
piny fadime nékterd chemoterapeu-
tika (mitoxantron, antracykliny, oxalipla-
tina a bortezomib) a fyzikalni modality
(UVC zéfeni, radioterapie a vysoky hyd-
rostaticky tlak). Naopak modality, které

primarné indukuji stres ER, jsou ozna-
¢ovany jako induktory Il. tfidy a fadime
mezi né zejména fotodynamickou tera-
pii a nékteré onkolytické viry [17]. Spo-
le¢nym rysem obou skupin induktor( je
prima (Il. tfida) ¢i nepiima (l. tfida) akti-
vace stresu ER, diky které dochazi k fos-
forylaci eukaryotického transla¢niho
inicia¢niho faktoru elF2a pomoci se-
rin-threonin kindzy PERK. Nasleduje
proteolyza proteinu BAP31 mediovana
kaspazou-8 a aktivace proapoptotic-
kych proteint BAX a BAK. Nasledné je
CRT transportovan z ER do Golgiho apa-
ratu a pomoci exocytdzy pfenesen na
bunécny povrch [9]. Blokace jakéhoko-
liv proteinu v této draze znemozni ex-
presi CRT, zastavi ICD a redukuje imu-
nitni odpovéd navozenou imunogenni
modalitou [9].

Induktory I. tridy

Antracykliny a mitoxantron

Antracykliny jsou vice nez 40 let pou-
zivany v terapii nador détského véku,
leukemii, lymfomu a také v 1é¢bé nadort
prsu a vajecnikl. Do této skupiny latek
fadime zejména doxorubicin, idarubicin
a mitoxantron [18]. Antracykliny se vy-
znacuji mnoha cytostatickymi a cytoto-
xickymi vlastnostmi zprostfedkovanymi
zejména interkalaci DNA a inhibici DNA
topoizomerdzy Il vedouci k apoptéze na-
dorovych bunék. V uplynulych 10 letech
se ukazalo, Ze pravé tento typ bunécné
smrti nese klicové znaky imunogenni
apoptdzy zahrnujici pre-apoptotickou
expresi CRT [16], uvolnéni molekuly ATP
a HMGB1 ve fazi pozdni apoptdzy [12].
Vyznam exprese a uvolnéni téchto mo-
lekul byl ovéfen v in vivo profylaktickych
imunizacnich experimentech na mysich
modelech [12,16,19]. Exprese CRT na po-
vrchu nadorovych bunék po o3etfeni an-
tracykliny predchazi jakymkoliv morfo-
logickym znaklm apoptdzy a objevuje
se pfed vystavenim samotného fosfa-
tidylserinu [16]. Po rozpoznani CRT na
povrchu nadorové burky populaci APC
dojde k pohlceni nadorové buriky a akti-
vaci APC (zejména DC). Populace DC na-
sledné aktivuje T lymfocytarni protina-
dorovou odpovéd (obr. 1) [16]. Molekula
ATP produkovana v casné fazi apoptozy
zesiluje migraci monocyt(i a makrofagt
do nadorového loziska [20]. Molekula
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Zivé nddorova
burika imunogenni

bunéc¢na smrt

apoptoticka
nadorova bunka

Obr. 1. Indukce protinddorové odpovédi imunogenni nadorovou bunkou.
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Nédorové bunka osetfend imunogennim induktorem 1. ¢i Il tfidy exprimuje a uvolfiuje molekuly souhrnné oznacované DAMPs v r(z-
nych fazich apoptdzy. Mezi zminéné DAMPs se fadi CRT, HSP70 a HSP90, HMGB1 a ATP. Tyto molekuly se vazi na klicové receptory na
povrchu DC jako je TLR4 (pro HMGB1 a HSP70), P2RX7/P2RY2 (pro ATP) a CD91 (pro CRT a HSPs). Pomoci téchto interakci dochazi k in-
tenzivni fagocytéze nadorovych bunék a fenotypické (zvyseni exprese kostimula¢nich a povrchovych molekul napi. CD80, CD83, CD86
a HLA-DR) a funkéni aktivaci populace DC (produkce cytokint IL-12, IL-6 a IL-1f). Maturované DC exprimuji nadorové specifické anti-
geny na povrchu MHC molekul I. a Il. tfidy a indukuji vznik protinadorové specifickych CD4 a CD8 T lymfocytl. Upraveno a prevzato:

Sotio.com.

DC - dendritické bunky, CTL - cytotoxicky T lymfocyt

ATP déle vazbou na purinergni receptor
P2RX7 na povrchu DC zpUsobi jejich ma-
turaci diky aktivaci NALP3 inflamazomu.
Aktivovana DC nasledné produkuje cy-
tokin IL-1B nezbytny pro aktivaci antigen
specifickych T lymfocytl (obr. 1).V pozd-
nich fazich apoptézy dochazi k uvolro-
vani molekuly HMGB1, kterd vazbou na
TLR-4 receptor indukuje tzv. cross pre-
zentaci nddorovych antigent DC [12].

Oxaliplatina

Oxaliplatina se fadi mezi platinova cy-
tostatika. Chemicky reaktivni latky pat-
fici do této skupiny reaguji s DNA, ktera
se jejich pusobenim stépi, ¢i dochazi
k pevnému spojeni dvou retézcl DNA.
Vsechny tyto zmény vedou k nespravné
funkci bunky, zastavé bunécného délenf
a bunécné smrti. Vedle silného cytoto-
xického plsobeni se oxaliplatina (na roz-
dil od cisplatiny) vyznacuje schopnosti
navozovat ICD, coz bylo demonstrovano
profylaktickou vakcinaci na mysich mo-
delech [21]. ICD navozena timto plati-
novym derivatem je charakterizovdna
pre-apoptotickou expresi CRT, aktivni
sekreci ATP a post-apoptotickym uvol-
nénim molekuly HMGB1 (tab. 1) [21].
Lécba oxaliplatinou vede ke zvy3eni
exprese HLA molekul I. tfidy na povr-
chu nadorovych bunék, coz napomaha
imunitnimu systému tyto burky iden-
tifikovat a odstrafovat [22]. Z nedévno

publikované studie vyplyva, Ze in vitro
aplikace oxaliplatiny zvySuje expresi
molekuly PD-L1 na povrchu plazmacy-
toidnich DC, které nasledné napomahaji
T lymfocytérni proliferaci a indukci proti-
nadorové odpovédi.

Cyklofosfamid

Cyklofosfamid (CTX) je pouZivan v terapii
nadorovych onemocnéni od roku 1959,
kdy byl schvalen americkym Gfadem pro
kontrolu potravin a Iéciv (FDA). V po-
rovnani s ostatnimi chemoterapeutiky,
které patii do skupiny DNA-alkylujicich
latek, CTX aktivuje imunitni systém a vy-
kazuje antiangiogenni vlastnosti. Imu-
nogenni vlastnosti CTX byly prokazany
na imunokompetentnich a nude mysich
s mezoteliomem [23]. Pouze ve skupiné
imunokompetentnich mysi dochazelo
k regresi nddoru a ochrané proti zivym
nadorovym bunkam pfi preventivni vak-
cinaci. Imunogenni vlastnosti CTX jsou
charakterizovany rychlou pre-apoptotic-
kou expresi CRT a pasivnim uvolnénim
molekuly HMGBT1 (tab. 1) [17]. Fagocy-
téza naddorovych bunék odetfenych CTX
vede k fenotypické a funkeni (produkce
cytokinu IL-1B, IL-6 a IL-12) aktivaci DC
(obr. 1). Aplikace in vivo selektivné sni-
zuje procento CD8a* DC v sekundarnich
lymfoidnich orgédnech u mysi, zplGsobuje
expanzi DC v periferni krvi a zvy3uje in-
filtraci DC v nddorovém loZisku a ve spa-

dové lymfatické uzliné. Ve stejné studii
bylo demonstrovano, ze in vitro kulti-
vace DC ziskanych z CTX [é¢enych mysi
s populaci regula¢nich T lymfocytl in-
hibuje jejich imunosupresivni vlastnosti
a dochdzi k aktivaci protinadorové imu-
nitni odpovédi [24]. Dalsi klinicky vy-
znamnou vlastnosti CTX je schopnost
navodit lymfodepleci nékterych subpo-
pulaci lymfocytd. Metronomické davky
CTX (v davce cca 50mg/kg na mys;
100 mg/den na pacienta) navozuji se-
lektivni depleci regula¢nich T lymfocytt
v periferni krvi, lymfoidni tkani a nado-
rovém lozisku [25]. U pacientd lécenych
CTX je vsak situace komplexnéjsi a pub-
likovana data nejsou jednotna: pfi l[é¢bé
CTX dochdzi pouze k nesignifikantnimu
snizeni procenta regulac¢nich T lymfo-
cytl v periferni krvi. V nddorovém mik-
roprostredi téchto pacientl bylo iden-
tifikovano zvysené procento CD11c*,
CD68* a CD8* bunék a snizené procento
CD25* bunék [26]. Zaroven dochazi
béhem terapie CTX k produkci cyto-
kinG stimulujici Th1 buné¢nou odpovéd
v periferni krvi [27]. Tento fakt vysvét-
luje, pro¢ u pacientd léc¢enych CTX do-
chazi k infiltraci CD8 T lymfocytd do na-
dorového loziska. U Ié¢enych pacientl
dochazi naopak ke snizeni hladiny cyto-
kinG IL-10, TGF-B a NO v periferni krvi.
CTX patfi mezi vyznamné ICD induktory,
ktery se vyznacuje mnoha imunomodu-
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la¢nimi vlastnostmi. Jeho efekt je v3ak vice
nez u jinych cytostatik zavisly na davce.

Bortezomib
Bortezomib, inhibitor proteazomu, byl
schvalen americkou FDA v roce 2003 pro
[é¢bu pacientd s mnohocetnym myelo-
mem (Velcade). Proteazomdlni degra-
dace hraje zésadni roli v proteinovém
metabolizmu bunky a podili se na Fi-
zeni bunécného cyklu, reparaci geno-
mové DNA ¢i mezibunééné komunikaci.
Pomoci tohoto déje jsou v bunce elimi-
novany chybné prepsané ¢i nespravné
sestavené proteiny. Vazbou bortezo-
mibu na podjednotku 26S proteazomu
dochazi k zastavé bunécného cyklu ve
fazi G2/M vedouci k apoptéze nado-
rovych bunék. Imunogenni vlastnosti
bortezomibu byly demonstrovany na
mysich [é¢enych pomoci DC vakciny pul-
zované nadorovymi burikami prsni zlazy
osetfenymi bortezomibem. Takto 1é-
¢ené mysi byly nasledné chréanény pred
formaci transplantabilniho nadoru [28].
Na zakladé téchto vysledkl bylo pozdéji
popsano, ze rozhodujici roli v protinddo-
rové imunité aktivované bortezomibem
ma populace NK bunék a CD8 T lymfo-
cytl [29]. Nadorové bunky osetfené bor-
tezomibem indukuji aktivaci DC zavis-
lou na buné¢ném kontaktu a bunécné
fagocytoze [10]. Tato stimulace je zpro-
stfedkovana zejména diky expresi pro-
teinl teplotniho Soku (HSP70 a HSP90)
a CRT na povrchu nadorovych bunék po
osetfeni bortezomibem (tab. 1). Blokace
proteinU teplotniho stresu a CRT po-
moci specifickych protilatek snizuje fe-
notypickou aktivaci DC pouze ¢astecné.
Naopak maturace DCje silné ovlivnéna pfi
pouziti protildtek proti CD91 receptoru ci
jeho down-regulaci [30]. Aktivované DC
nasledné indukuji produkci IFN-y protina-
dorové specifickymi T lymfocyty [10].
Pres zminéné pozitivni vlastnosti bor-
tezomibu in vitro a in vivo je tieba zminit,
Ze pfima aplikace bortezomibu snizuje
expresi MHC (major histocompability
complex) molekul na povrchu DC [29]
a snizuje zivotnost nékterych bunék
imunitniho systému (populaci plazma-
cytoidnich a myeloidnich DC, aktivo-
vanych T lymfocytl a DC derivovanych
z monocytd), bez vyznamného vlivu na
populaci CD3 T lymfocyta.

UVC zdreni

Prozanétlivé plisobeni UVC zéfeni v kizi
bylo poprvé zminéno pred 30 lety. Poz-
déji byla popsana schopnost zafeni ak-
tivovat ICD pomoci profylaktickych
imunizac¢nich experimentd na imuno-
kompetentnich mysich modelech [31].
V zavislosti na pouzitém modelu UVC
zpUsobuje jak apoptotickou, tak nek-
rotickou smrt nddorovych bunék. Z po-
psanych DAMP molekul klicovych pro
koncept ICD UVC indukuje pre-apopto-
tickou expresi CRT a HSP70 a produkci
HMGBT1 (tab. 1)./n vitro inkubace nadoro-
vych bunék osetfenych UVC s nezralymi
DC vede k intenzivni fagocytéze i v po-
rovnani s nddorovymi bunkami osetfe-
nymi y-iradiaci. Tento proces vede k ak-
tivaci DC, které indukuji protinddorovou
CD8T lymfocytarni odpovéd (obr. 1) [32].
Vyznamnou roli v protinddorové imu-
nité aktivované UVC oSetfenymi nadoro-
vymi burikami hraji i NK bunky. Pfipadna
deplece NK bunék signifikantné snizuje
cytotoxické vlastnosti splenocytd [31].
UVC pfimo ovliviiuje produkci klico-
vych cytokind pomoci aktivace NF-kB
a AP-1 signaliza¢nich drah, coz bylo de-
monstrovano v nékolika experimental-
nich studiich [33].

Radioterapie

Protinddorovy Ucinek radioterapie je za-
loZzeny na poruseni chemickych vazeb
mezi lipidovymi membranami, proteiny
a nukleovymi bazemi DNA néadorovych
bunék. Vysoké davky zareni zplsobuji
poskozeni DNA v rozsahu, které repara-
¢ni mechanizmy jiz nedokazou napra-
vit, a dochazi k aktivaci buné¢né apo-
ptézy. Vedle pfimého vlivu radioterapie
na nadorové burky je tfeba se zminit
o tzv. abskopalnich (vzdalenych) ucin-
cich. Mezi mozné abskopalni ucinky ra-
dioterapie patii zpomaleni ristu nadoru
mediované T lymfocyty daleko od vlast-
niho mista plsobeni zafeni. Tento feno-
mén byl popsan u pacientd s rozli¢cnymi
malignitami. Tento efekt mlze byt vy-
svétlen imunogennimi vlastnostmi za-
feni, které byly prokazany in vitro u nado-
rovych bunék, zaroven in vivo v mysich
modelech a v [é¢bé onkologickych
pacientl [34,35]. ICD indukovana radio-
terapii je charakterizovana pre-apopto-
tickou expresi CRT a HSP70 a uvolnénim

molekuly HMGB1 v pozdni fazi apoptdzy
(tab. 1) [36]. Lokalni vysokodavkova ra-
dioterapie vede k infiltraci nddorového
loZiska aktivovanymi DC [37]. Zaroven
bylo popsano, ze DC pulzované bun-
kami melanomu osetfenymi zafenim
analogickym radioterapii jsou schopné
indukovat T lymfocytarni odpovéd [38].
Toto tvrzeni bylo dolozeno in vivo v my-
$ich modelech, kde ozafené B16 (nado-
rova linie melanomu) nadorové bunky
aplikované v imunizac¢nich experimen-
tech vedly k aktivaci IFN-y produkujicich
splenocytll a imunité proti zivym nado-
rovym bunkdm pfi profylaktické imuni-
zaci. Z publikovanych vysledkl vyplyva,
Ze protinadorovy efekt radioterapie je
z ¢asti zalozen na T lymfocytérni odpo-
védi. V souladu s timto pozorovanim
jsou i vysledky studie, které ukazuji, ze
ozafené nadorové bunky jsou ve vétsi
mife rozpoznavany T lymfocyty in vitro
a zvysuji ucinnost adoptivni imunotera-
pie in vivo [39]. Radioterapie také snizuje
procento regulac¢nich T lymfocytt v peri-
ferni krvi, coz je do velké miry zavislé na
dévce zafeni.

Vysoky hydrostaticky tlak

Vysoky hydrostaticky tlak (high hyd-
rostatic pressure - HHP) v rozsahu
1-100 MPa je povazovan za fyziolo-
gicky a pUsobi reverzibilni morfologické
zmény bunky. Naopak hodnoty tlaku
v rozmezi 150-250 MPa indukuji bunéc-
nou apoptdzu jak u lidskych, tak mysich
nadorovych bunék. Nekroticka buné¢na
smrt je navozena HHP o hodnotéach vys-
Sich nez 250 MPa [40]. Vlivem HHP do-
chazi v nddorovych bunkach k inhibici
syntézy bunécénych proteind a zpoma-
leni enzymatickych funkci. ICD navo-
zend HHP byla nejprve popséna Gai-
plem a spolupracovniky jako mozna
metoda oSetfeni nadorovych bunék
pfi vyrobé protinddorové vakciny [40].
Nase skupina v nedavno publikované
studii identifikovala HHP jako induktor
ICD u lidskych nadorovych bunék pro-
staty, ovarii a akutni myeloidni leukemie.
Osetreni nddorovych bunék HHP vede
k rychlé translokaci chaperonovych pro-
teind CRT, HSP70 a HPS90 na buné¢ny
povrch a uvolnéni molekuly ATP v prv-
nich hodinadch apoptézy. V pozdnich
fazich buné¢né smrti dochazi k uvol-
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Obr. 2. Vyuziti imunogenni bunééné smrti v konceptu protinadorové terapie a mozné
strategie navozeni imunogenni bunécné smrti in vivo.

ICD je zavisla na kombinaci tii faktord: 1. typu induktoru bunécné smrti, 2. imunitnim sys-
tému pacienta a 3. imunogenicité nddorovych bunék. Pouze adekvéatni kombinace téchto
tff parametr navozuje optimalni imunogenicitu nddorovych bunék. Modality, které ne-
jsou schopné indukovat expresi CRT jako dUsledek stresu ER, uvolnéni ATP na zakladé ak-
tivace autofagie a HMGB1 molekuly v pribéhu sekundarni nekrézy, nejsou schopné indu-
kovat ICD. Z podobného diivodu nadorové bunky deficientni na mechanizmus exprese
CRT, sekrece ATP a HMGB1 nemohou podlehnout ICD. V takovych pfipadech je mozné
kompenzovat tyto nedostatky pomoci rozli¢nych ptistupt, jak ukazuje obrazek, napf. apli-
kaci induktort stresu ER pfimo do nddorového loziska, rekombinantnim (r)CRT, inhibitory
ektonukleotidd, agonistl P2RX7, rlL-17 a rIL-1B. Na zékladé téchto vysledkl mdze vznik-
nout protinddorova terapie Sita na miru konkrétnimu pacientovi, respektujici typ daného
nadorového mikroprostredi, benefit aplikované chemoterapie a imunitniho systému léce-
ného pacienta. Upraveno a prevzato: Kroemer et al [5].

néni jaderného proteinu HMGB1 do
okoli nddorové bunky. Exprese a uvol-
néni zminénych DAMP molekul ma
vliv na fenotypickou i funkéni maturaci
DC a indukci protinadorové imunitni
odpovédi, bez indukce imunosupre-
sivni populace regula¢nich T lymfocytd
(obr. 1) [15]. Imunogenicita nddorovych
bunék osetfenych HHP in vivo je pied-
métem profylaktickych a terapeutickych
experimentl na mysich modelech. HHP
neni sice technicky mozné pouzit pfimo
jako 1é¢ebnou modalitu, ale je mozné
tento postup vyuzit pro standardizova-
nou pfipravu imunogennich nadoro-
vych bunék. Z tohoto ddvodu byl HHP
implementovén do vyrobniho protokolu
imunoterapeutické vakciny na bazi DC.
HHP je pouzivdn k oSetfeni nadoro-

vych bunék, které slouzi jako zdroj na-
dorovych antigent pro aktivaci DC [25].
V soucasné chvili probiha nékolik klinic-
kych studii faze Il a Ill u karcinomu pro-
staty, ovarii a plic, které vyuzivaji tento
vyrobni postup pro zhotoveni indivi-
dualniho Ié¢ivého pfipravku DCVAC.

Induktory Il. tridy

Fotodynamickd terapie

Fotodynamicka terapie (PDT) predsta-
vuje lécebnou metodu zaloZzenou na
akumulaci fotosenzitivni latky v nadoro-
vych bunkach a jeji aktivaci svétlem ur-
¢itého spektra vedouci k produkci reak-
tivnich kyslikovych radikald (reactive
oxygen species — ROS). Pravé produkce
ROS zpUsobi aktivaci bunééné apoptdzy
v misté nadorové burky, kde doslo k na-

hromadéni fotosenzitivni latky. Foto-
dynamicka terapie aktivovana hyperi-
cinem patii mezi induktory ICD II. tfidy.
Hypericin je primdrné akumulovén v ob-
lasti ER nadorovych bunék a po aplikaci
zareni dochazi k indukci stresu ER. Nado-
rové bunky osetfené hyp-PDT jsou ve
zvysené miie fagocytovany DC a zpu-
sobuji jejich aktivaci [41]. Populace zra-
lych DC néasledné indukuje protinddoro-
vou T lymfocytarni odpovéd [41]. Takto
osetfené nddorové buriky exprimuji CRT,
HSP70 a aktivné sekretuji ATP. Zaroven
dochdzi k pasivnimu uvolnéni HSPs do
extracelularniho prostifedi nadorovych
bunék [42]. V porovnani s ostatnimi po-
psanymi ICD induktory Hyp-PDT indu-
kuje vysoce ucinnou ICD, ktera je charak-
terizovana zejména 1. zvysenou expresi
pre-apoptotickych DAMP molekul na-
dorovymi burfikami v porovnani s ra-
diotearpii a chemoterapii; 2. translokaci
CRT nezavislou na dalsich DAMP mole-
kulach (napf. ERp57), se kterymi vytvafi
komplexy; 3. jednoduchym zptdsobem
prenosu DAMPs z intracelularnich kom-
partmentd na buné¢ny povrch bez za-
pojeni vétsiho mnozstvi mediatorl bu-
nécnych drah [17]. Mezi dalsi vyznamné
imunostimulaéni vlastnosti Hyp-PDT se
fadi inhibice produkce cytokind, které
podporuji proliferaci nddorovych bunék,
jako je TNF, IL-6 a GM-CSF. Hyp-PDT z&-
roven snizuje produkci metaloprotei-
nazy-9 nadorovymi burikami, enzymu,
ktery je zodpovédny za invazivitu na-
dorovych bunék do okolnich tkani.
Na druhou stranu vsak lé¢ba Hyp-PDT
zpuUsobuje nejen poskozeni nadoro-
vych bunék, ale také nevratné zmény
stromatu a bunék imunitniho systému
v celém nadorovém mikroprostredi.

Coxackie viry B3

Coxackie viry CVB3 patii do skupiny
RNA onkolytickych virQ, které se repli-
kuji v cytosolu hostitelskych bunék, kde
zpUsobuji nezvratné zmény metaboli-
zmu, homeostazy a zpUsobuji bunéc-
nou smrt. Produkce proteinl virovych
oballl hostitelskou burikou vyvolava
stres ER, diky ¢emuz dochdzi k indukci
imunogenni apoptézy. Vlivem CVB3 virQ
dochézi ke zvyseni imunogenicity na-
dorového mikroprostiedi, zejména
diky zvyseni angiogeneze a infiltraci
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CD8 T lymfocytd. CVB3 viry indukuji ex-
presi CRT a sekreci ATP v ¢asné fazi apo-
ptézy, v pozdnich fazich apoptdzy sice
dochazi k uvolnéni HMGB1 z jadra do cy-
tosolu, nedojde viak k jeho uvolnéni do
extracelularniho prostoru (tab. 1). Ana-
lyza nador( izolovanych z nude mysi
po inkubaci s CVB3 viry prokazala aku-
mulaci makrofagl, DC bunék, granulo-
cytl a NK bunék. Pfitomnost granulo-
cytl a NK bunék je klicova pro uspésnou
Ié¢bu pomoci CVB3 virli. Schopnost zp-
sobit imunogenni smrt nddorové buriky
a aktivovat imunitni systém je pfipiso-
véna i jinym onkolytickym virlim [43].

Shrnuti

ICD nadorovych bunék nepochybné
hraje Ulohu v aktivaci mechanizm pro-
tinddorové imunity. V soucasné chuvili
viak stale chybi detailni identifikace
vlivu induktor(i bunéc¢né smrti na imu-
nitni systém in vivo. Pouzivané lé¢ebné
strategie ovliviuji sou¢asné jak nado-
rovou bunku, tak i bunky imunitniho
systému. Tyto slozité interakce a jejich
konecny efekt jsou zavislé na druhu na-
doru, jeho stadiu, pouzité |é¢ebné stra-
tegii i individudlni reaktivité konkrétniho
pacienta. Klinicky zajimavou otazkou
otevienou pro dalsi védeckou praci
predstavuje role konceptu ICD v identi-
fikaci novych biomarkertd predikujicich
odpovéd pacientl na protinadorovou
[é¢bu. Z tohoto ddvodu je tfreba data
ziskana prevazné v in vitro pokusech
a in vivo zvitecich modelech ovéfit v kli-
nickych studiich, charakterizovat roli jed-
notlivych DAMPs u rozli¢cnych malignit
a snazit se najit korelaci s klinickym pra-
béhem onemocnéni marker( ICD. Na za-
kladé téchto vysledkl pak maze vznik-
nout protinadorova terapie Sita na miru
konkrétnimu pacientovi, respektujici typ
daného nadorového mikroprostredi, be-
nefit aplikované terapie a individualni
reaktivitu imunitniho systému lé¢eného
pacienta (obr. 2).

Literatura

1. Fridman WH, Pages F, Sautés-Fridman C et al. The im-
mune contexture in human tumours: impact on clini-
cal outcome. Nat Rev Cancer 2012; 12(4): 298-306. doi:
10.1038/nrc3245.

2. Zitvogel L, Tesniere A, Kroemer G. Cancer despite
immunosurveillance: immunoselection and im-
munosubversion. Nat Rev Immunol 2006; 6(10): 715-727.

3. Mittal D, Coutin MM, Schreiber RD et al. New insights
into cancer immunoediting and its three component
phases — elimination, equilibrium and escape. Curr Opin
Immunol 2014; 27: 16-25. doi: 10.1016/j.c0i.2014.01.004.
4. Green DR, Ferguson T, Zitvogel L et al. Immunogenic
and tolerogenic cell death. Nat Rev Immunol 2009; 9(5):
353-363. doi: 10.1038/nri2545.

5. Kroemer G, Galluzzi L, Kepp O et al. Immunogenic cell
death in cancer therapy. Annu Rev Immunol 2013; 31:
51-72. doi: 10.1146/annurev-immunol-032712-100008.
6. Dudek AM, Garg AD, Krysko DV et al. Inducers of im-
munogenic cancer cell death. Cytokine Growth Factor
Rev 2013; 24(4): 319-333. doi: 10.1016/j.cytogfr.2013.01.
005.

7. Garg AD, Nowis D, Golab J et al. Immunogenic cell
death, DAMPs and anticancer therapeutics: an emerg-
ing amalgamation. Biochim Biophys Acta 2010; 1805(1):
53-71.doi: 10.1016/j.bbcan.2009.08.003.

8. Garg AD, Dudek AM, Agostinis P. Cancer im-
munogenicity, danger signals, and DAMPs: what,
when, and how? Biofactors 2013; 39(4): 355-367. doi:
10.1002/biof.1125.

9. Panaretakis T, Kepp O, Brockmeier U et al. Mecha-
nisms of pre-apoptotic calreticulin exposure in im-
munogenic cell death. EMBO J 2009; 28(5): 578-590. doi:
10.1038/emb0j.2009.1.

10. Spisek R, Charalambous A, Mazumder A et al. Bortezo-
mib enhances dendritic cell (DC)-mediated induction of
immunity to human myeloma via exposure of cell surface
heat shock protein 90 on dying tumor cells: therapeutic
implications. Blood 2007; 109(11): 4839-4845.

11. Garg AD, Krysko DV, Verfaillie T et al. A novel path-
way combining calreticulin exposure and ATP secretion
in immunogenic cancer cell death. EMBO J 2012; 31(5):
1062-1079. doi: 10.1038/emb0j.2011.497.

12. Apetoh L, Ghiringhelli F, Tesniere A et al. The interac-
tion between HMGB1 and TLR4 dictates the outcome of
anticancer chemotherapy and radiotherapy. Immunol
Rev 2007; 220: 47-59.

13. Krysko DV, Vandenabeele P. From regulation of dying
cell engulfment to development of anti-cancer therapy.
Cell Death Differ 2008; 15(1): 29-38.

14. Fucikova J, Kralikova P, Fialova A et al. Human tumor
cells killed by anthracyclines induce a tumor-specific im-
mune response. Cancer Res 2011; 71(14): 4821-4833. doi:
10.1158/0008-5472.CAN-11-0950.

15. Fucikova J, Moserova |, Truxova | et al. High hydrosta-
tic pressure induces immunogenic cell death in human
tumor cells. Int J Cancer 2014; 135(5): 1165-1177. doi:
10.1002/ijc.28766.

16. Obeid M, Tesniere A, Ghiringhelli F et al. Calreticu-
lin exposure dictates the immunogenicity of cancer cell
death. Nat Med 2007; 13(1): 54-61.

17. Krysko DV, Garg AD, Kaczmarek A et al. Immunogenic
cell death and DAMPs in cancer therapy. Nat Rev Cancer
2012; 12(12): 860-875. doi: 10.1038/nrc3380.

18. Apetoh L, Mignot G, Panaretakis T et al. Im-
munogenicity of anthracyclines: moving towards more
personalized medicine. Trends Mol Med 2008; 14(4):
141-151. doi: 10.1016/j.molmed.2008.02.002.

19. Michaud M, Martins I, Sukkurwala AQ et al. Auto-
phagy-dependent anticancer immune responses indu-
ced by chemotherapeutic agents in mice. Science 2011;
334(6062): 1573-1577. doi: 10.1126/science.1208347.

20. Elliott MR, Chekeni FB, Trampont PC et al. Nucleoti-
des released by apoptotic cells act as a find-me signal to
promote phagocytic clearance. Nature 2009; 461(7261):
282-286. doi: 10.1038/nature08296.

21. Tesniere A, Schlemmer F, Boige V et al. Immunogenic
death of colon cancer cells treated with oxaliplatin. Onco-
gene 2010; 29(4): 482-491. doi: 10.1038/0nc.2009.356.
22. Liu WM, Fowler DW, Smith P et al. Pre-treatment with
chemotherapy can enhance the antigenicity and im-
munogenicity of tumours by promoting adaptive im-

mune responses. Br J Cancer 2010; 102(1): 115-123. doi:
10.1038/5j.bjc.6605465.

23. Schiavoni G, Sistigu A, Valentini M et al. Cyclophospha-
mide synergizes with type | interferons through systemic
dendritic cell reactivation and induction of immunogenic
tumor apoptosis. Cancer Res 2011; 71(3): 768-778. doi:
10.1158/0008-5472.CAN-10-2788.

24. Nakahara T, Uchi H, Lesokhin AM et al. Cyclophospha-
mide enhances immunity by modulating the balance of
dendritic cell subsets in lymphoid organs. Blood 2010;
115(22): 4384-4392. doi: 10.1182/blood-2009-11-251
231.

25. Podrazil M, Horvath R, Becht E et al. Phase I/Il clinical
trial of dendritic-cell based immunotherapy (DCVAC/PCa)
combined with chemotherapy in patients with metasta-
tic, castration-resistant prostate cancer. Oncotarget 2015;
6(20): 18192-18205.

26. Audia S, Nicolas A, Cathelin D et al. Increase of CD4+
CD25+ regulatory T cells in the peripheral blood of pa-
tients with metastatic carcinoma: a phase | clinical trial
using cyclophosphamide and immunotherapy to elimi-
nate CD4+CD25+ T lymphocytes. Clin Exp Immunol 2007;
150(3): 523-530.

27. Matar P, Rozados VR, Gervasoni Sl et al. Th2/Th1 switch
induced by a single low dose of cyclophosphamide in
a rat metastatic lymphoma model. Cancer Immunol Im-
munother 2002; 50(11): 588-596.

28.Demaria S, Santori FR, Ng B et al. Select forms of tumor
cell apoptosis induce dendritic cell maturation. J Leukoc
Biol 2005; 77(3): 361-368.

29. Schumacher LY, Vo DD, Garban HJ et al. Im-
munosensitization of tumor cells to dendritic cell-
-activated immune responses with the proteasome in-
hibitor bortezomib (PS-341, Velcade). J Immunol 2006;
176(8): 4757-4565.

30. Cirone M, Di Renzo L, Lotti LV et al. Primary effusion
lymphoma cell death induced by bortezomib and AG
490 activates dendritic cells through CD91. PLoS One
2012; 7(3): e31732. doi: 10.1371/journal.pone.0031
732.

31. Begovic M, Herberman R, Gorelik E. Increase in im-
munogenicity and sensitivity to natural cell-mediated cy-
totoxicity following in vitro exposure of MCAT05 tumor
cells to ultraviolet radiation. Cancer Res 1991; 51(19):
5153-5159.

32. Brusa D, Garetto S, Chiorino G et al. Post-apopto-
tic tumors are more palatable to dendritic cells and en-
hance their antigen cross-presentation activity. Vaccine
2008; 26(50): 6422-6432. doi: 10.1016/j.vaccine.2008.08.
063.

33.Wu S, Tan M, Hu Y et al. Ultraviolet light activates
NFkappaB through translational inhibition of IkappaBal-
pha synthesis. J Biol Chem 2004; 279(33): 34898-34902.
34. Ma Y, Conforti R, Aymeric L et al. How to improve
the immunogenicity of chemotherapy and radiother-
apy. Cancer Metastasis Rev 2011; 30(1): 71-82. doi:
10.1007/510555-011-9283-2.

35. Hodge JW, Ardiani A, Farsaci B et al. The tipping point
for combination therapy: cancer vaccines with radiation,
chemotherapy, or targeted small molecule inhibitors.
Semin Oncol 2012; 39(3): 323-339. doi: 10.1053/j.semin-
oncol.2012.02.006.

36. Obeid M, Panaretakis T, Joza N et al. Calreticulin ex-
posure is required for the immunogenicity of gamma-ir-
radiation and UVC light-induced apoptosis. Cell Death
Differ 2007; 14(10): 1848-1850.

37.Huang J, Wang Y, Guo J et al. Radiation-induced apo-
ptosis along with local and systemic cytokine elabora-
tion is associated with DC plus radiotherapy-mediated
renal cell tumor regression. Clin Immunol 2007; 123(3):
298-310.

38. Strome SE, Voss S, Wilcox R et al. Strategies for antigen
loading of dendritic cells to enhance the antitumor im-
mune response. Cancer Res 2002; 62(6): 1884—1889.

4554

Klin Onkol 2015; 28 (Suppl 4): 4548-4S55




VYZNAM IMUNOGENNI BUNECNE SMRTIV PROTINADOROVE IMUNITE

39. Garnett CT, Palena C, Chakraborty M et al. Sublethal
irradiation of human tumor cells modulates phenotype
resulting in enhanced killing by cytotoxic T lymphocytes.
Cancer Res 2004; 64(21): 7985-7994.

40.Weiss EM, Meister S, Janko Cetal. High hydrostatic pres-
sure treatment generates inactivated mammalian tumor
cells with immunogeneic features. J Immunotoxicol

2010; 7(3): 194-204. doi: 10.3109/15476911003657
414.

41. Garg AD, Krysko DV, Vandenabeele P et al. Hyperi-
cin-based photodynamic therapy induces surface ex-
posure of damage-associated molecular patterns like
HSP70 and calreticulin. Cancer Immunol Immunother
2012;61(2): 215-221. doi: 10.1007/500262-011-1184-2.

42. Garg AD, Krysko DV, Vandenabeele P et al. DAMPs and
PDT-mediated photo-oxidative stress: exploring the un-
known. Photochem Photobiol Sci 2011; 10(5): 670-680.
doi: 10.1039/c0pp00294a.

43. Coffin RS. From virotherapy to oncolytic im-
munotherapy: where are we now? Curr Opin Virol 2015;
13:93-100. doi: 10.1016/j.coviro.2015.06.005.

Klin Onkol 2015; 28 (Suppl 4): 4548-4S555

4555




