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Precision immuno-oncology approach for four malignant tumors in siblings Eﬁ'i-li.!';E_L
with constitutional mismatch repair deficiency syndrome ; 2
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Vzécny syndrom konstitu¢niho deficitu v mismatch repair opravném systému (constitutional mismatch repair deficiency
syndrome — CMMRD) je charakterizovan zvysenym vyskytem nadorU u postizeného jedince. Je zplsoben bialelickymi zarode¢nymi
mutacemi v jednom ze ¢tyi genll pro mismatch repair (MMR): MLH1, MSH2, MSH6 nebo PMS2. Pfesna diagnéza doprovéazena
adekvatnim molekuldrné genetickym vysetfenim hraje zésadni roli ve sledovani a 1é¢bé nadorovych onemocnéni postizeného
jedince a ma vyznam i pro ostatni ¢leny rodiny. V ¢ldnku autofi popisuji diagnosticky proces a klinicky management dvou bratr(
s CMMRD, ktefi jsou nositeli slozené heterozygotni varianty v genu PMS2. Bratfi pochézeji od pokrevné neptibuznych rodicl, bez
rodinné anamnézy nddorovych onemocnéni. U obou bratr(i se CMMRD manifestoval riznymi fenotypovymi projevy a nadorovym
spektrem. Prvnimu z bratrd byl ve 14 letech diagnostikovan adenokarcinom tlustého stfeva, pficemz po hemikolektomii
a standardni chemoterapii FOLFOX dosahl kompletni remise. Nasledné se u néj o 4 roky pozdéji vyvinul difuzni high-grade gliom
pediatrického typu (pediatric-type diffuse high-grade glioma — PDHGG). Sekvenovani zarode¢ného exomu potvrdilo CMMRD
zplUsobenou dvéma odlisSnymi patogennimi variantami PMS2, z nichz kazda byla zdédéna od asymptomatickych rodi¢d. Oba
nadory byly hypermutované s muta¢nim podpisem (mutational signature) deficitu MMR, ztratou exprese proteinu PMS2 a vysokou
mirou mikrosatelitové nestability (microsatellite instability — MSI). PDHGG vykazoval extrémné vysokou mutacni naloz (tumor
mutational burden -TMB), a sice 338 mut/Mb. Z toho ddivodu byl u pacienta pouzit kombinovany imunoterapeuticky rezim. Pacient
byl zafazen do klinické studie s protinddorovou vakcinou zalozenou na dendritickych burikach (5 dévek) a dale Ié¢en inhibitorem
kontrolniho bodu imunitni odpovédi nivolumabem. Po |é¢bé nivolumabem dité dosahlo kompletni remise. Lé¢ba byla podavéna
24 mésicl. Bohuzel 5 mésicl po ukonéeni podavani nivolumabu byla potvrzena diseminovana recidiva PDHGG s hypermutaci
a vysokou MSI. Po 43 mésicich od stanoveni diagnézy PDHGG doslo k umrti. U bratra prvniho pacienta byla potvrzena stejna
slozend heterozygotni varianta v genu PMS2 a diagnostikovdn CMMRD a nastaven pfislusny rezim sledovani. Nasledné byla
zjisténa asymptomatickd abdomindini lymfadenopatie. Biopsie potvrdila high-grade zraly B-bunéény lymfom s aberaci 71g, ale
bez prestavby MY(C/8g24. Pacient podstoupil dva cykly intenzivni chemoterapie spolu s rituximabem. Byla zjisténa vysokd mutaéni
néaloz a mutac¢ni podpis deficitu MMR, ztrata exprese proteinu PMS2 a vysoka mira MSI. Chemoterapie byla ukoncena a pacient byl
po multidisciplindrnim konsenzu lé¢en nivolumabem. P¥i trvalé remisi trvajici > 24 mésicl bylo rozhodnuto o ukonceni podavani
nivolumabu. Po 9 mésicich byl diagnostikovan PDHGG s odpovidajicimi mutacnimi znaky a vysokou mirou MSI. Po odstranéni
nadoru a ozareni byla opétovné zahajena lécba inhibitory kontrolnich bodd imunitni odpovédi ipilimumabem a nivolumabem,
kterd musela byt pro toxicitu ukon¢ena. Pacient je v soucasné dobé 13 mésicli po ukon¢eni imunoterapie, > 23 mésict od dia-
gnoézy PDHGG a 5 let od diagndézy lymfomu sledovan pomoci zobrazovacich metod bez znamek nddorového onemocnéni. Lécba
zahrnujici inhibitory kontrolnich bodd imunitniho systému vyznamné pfispéla k prodlouZeni preziti obou pacientl postizenych
letdlnimi gliomy. Hypermutovanost nadoru rovnéz umoznila v [é¢bé B-bunécného lymfomu pouziti imunoterapie pomoci
nivolumabu, ¢imZ se omezila expozice intenzivni chemoterapii u tohoto mladého pacienta.

Small protein blockers of human IL-6 receptor alpha inhibit proliferation and migration
of cancer cells
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Interleukin-6 (IL-6) je multifunkéni cytokin, ktery Fidi imunitni odpovéd a jehoz role byla popsana pfi vzniku autoimunitnich
onemocnéni. Signalizace prostfednictvim komplexu receptoru IL-6 (IL-6R) je rozhodujici pro progresi nadord, a proto IL-6R
predstavuje dulezity terapeuticky cil. K vybéru proteini cilenych na IL-6R alfa (IL-6Ra) byla v publikované praci pouzita vysoce
komplexni kombinatoricka knihovna proteini odvozenych od domény streptokokového proteinu G vazajici lidsky albumin
vytvorenych invitro ribozomalnim komplexem. Rozsahly screening bakteridlnich lyzatd jednotlivych klonG byl proveden pomoci
metody ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) a jejich blokacni potencidl pro IL-6Ra byl ovéfen kompetitivni metodou
ELISA. Vazba proteind na bunky byla sledovdna pomoci pritokové cytometrie a konfokdalni mikroskopie na transfektovanych
bunkach HEK293T a inhibice signélni funkce byla zkoumana prostfednictvim HEK-Blue IL-6 reportérovych bunék. Vazebna
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kinetika proteinll k zivym bunkam byla méfena pomoci LigandTraceru, proliferace a toxicita bunék byly analyzovéany pomoci
iCELLigence a Incucyte, migrace bunék byla sledovana testem hojeni Skradbnuti (scratch wound healing assay) a predikce
vazebnych pozic proteinl byla provedena dokovanim pomoci molekularniho modelovani. Autofi prezentuji soubor proteinovych
variant NEF ligand( vybranych z kombinatorické knihovny odvozené od albumin vézicich domén s prikazem jejich vazebné
specifity k lidskému IL-6Ra a antagonistického tcinku v HEK-Blue IL-6 reportérovych burikéch. Tfi nejslibnéjsi varianty — NEF108,
NEF163 a NEF172 - inhibovaly proliferaci bunék maligniho melanomu (G361 a A2058) a bunék karcinomu slinivky bfisni (PaTu
a MiaPaCa) a potlacovaly migraci bunék maligniho melanomu (A2058), karcinomu slinivky bfisni (PaTu) a glioblastomu (GAMG)
invitro.Vazebné proteiny NEF také rozpozndvaly expresi IL-6Ra. primarnich lidskych B bunék. Proteiny NEF tak predstavuji slibnou
tfidu netoxickych protinddorovych latek s migrastatickym potencidlem.

Stromal cells engineered to express T cell factors induce robust CLL cell proliferation
invitro and in PDX co-transplantations allowing the identification of RAF inhibitors
as anti-proliferative drugs

Hoferkova E, Seda V, Kadakova S etal.
Leukemia 2024; [online]. Available from: https://www.nature.com/articles/s41375-024-02284-w.

Stromalni bunky, upravené tak, aby produkovaly cytokiny z T lymfocytd, stimuluji proliferaci bunék chronické lymfocytarni
leukemie (CLL) pfi kokultivaci invitro a v PDX mysich, pficemz tento model umoznuje odhalit anti-proliferacni aktivitu inhibitord
RAF kinaz na bunky CLL. MnozZeni a prezivani bunék CLL zavisi na interakcich v mikroprostredi, predevsim v lymfatickych uzlinach.
Mira zrodu CLL bunék je zde 0,5-3 % denné a noveé vzniklé CLL bunky jsou odtud vyplavovany do periferni krve. Predpoklada se,
Ze prostredi v lymfatickych uzlinach podporuje proliferaci CLL prostfednictvim faktor(, jako jsou CD40, toll-like receptory (TLR)
a aktivace B-bunécného receptoru (B-cell receptor — BCR). Samostatna aktivace BCR signalizace pomoci antigenu invitro vsak
k vyvolani proliferace CLL bunék nestaci, coz naznacuje, Ze k proliferaci CLL jsou zapotiebi jesté dalsi faktory mikroprostiedi,
pravdépodobné produkované CD4+ T lymfocyty. Prakticky nulova (< 5 %) proliferace primarnich CLL bunék in vitro je prekézkou
pro studium tohoto procesu, zdsadniho pro pochopeni progrese a agresivity onemocnéni. Jiz dfive bylo vyvinuto nékolik in vitro
modell mikroprostfedi CLL uzite¢nych pro studium biologie CLL a pro screening sloucenin potencialné vhodnych pro terapii.
Vétsina téchto modell zahrnuje lidské nebo mysi stromalni buriky podobné fibroblastiim, které zvysuji pfezivani CLL bunék nebo
simuluji adhezi zprostfedkovanou lékovou rezistenci, ale nevyvolavaji proliferaci CLL. K vyvolani proliferace se v modelech se
stromalnimi burikami exprimujicimi CD40L obvykle jesté zvlast ptidavaji rekombinantni faktory, jako jsou interleukiny, které jsou
vsak velice drahé, a i za takovych podminek je mira proliferace CLL v téchto modelech relativné nizka a variabilni. V publikované
studii autofi vytvorili model mikroprostredi CLL zaloZzeny na napodobeni interakci CLL bunék s T lymfocyty, a to p¥i kokultivaci
invitro a vimunodeficientnich mysich (patient derived xenografts — PDX). Bylo pfipraveno Sest rliznych podpudrnych bunéénych
linii odvozenych z bunécné linie stromalnich bunék HS-5. Tyto linie stabilné exprimuji lidsky CD40L, IL-4, IL-21 a jejich kombinace.
Pri kultivace CLL bunék s HS-5 exprimujicimi CD40L a IL-4 proliferovalo po 7 dnech asi 7 % bunék CLL, avsak s HS-5 exprimujicimi
CDA40L, IL-4 a navicIL-21 to bylo uz 44 % bunék, coz je pro CLL in vitro nebyvale vysoka mira proliferace. Buriky CLL v téchto modelech
vykazovaly zmény genové exprese podobné tém, které Ize zjistit v bunkach CLL vystavenych skute¢nému mikroprostrediv lidském
téle. Experimenty na bunkéch CLL v tomto modelu také poprvé ukézaly, Ze proliferaci CLL zcela blokuji inhibitory RAF kindz.
Vyvinuty model Ize pro ucely velkého screeningu Ié¢iv zmensit do objemu 5 pl nebo jej Ize naopak vyuzit pro vytvoreni mysiho
modelu CLL-PDX. Spole¢na transplantace bunék CLL a HS5-CD40L-IL4, pfip. HS5-CD40L-IL4-IL21 na kolagenovém scaffoldu do
imunodeficientnich mysi vedla k pfihojeni v 47 % (82 %) pfipad(, pficemz v ~20 % mysi byly pfihojené bunky klonélné pfibuzné
CLL, coz naznacuje, ze upravené HS5 by v PDX modelech potencialné mohly nahradit autologni T lymfocyty.
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