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Zkratky

ADCC - na protilatkach zavisla bunécéna cytotoxicita
ATP - adenosintrifosfat

BAM - Biocompatible Anchor for cell Membrane
BSA - bovinni sérovy albumin

CD - cluster of differentiation

DOPE - N-(Succinimidyloxy-glutaryl)-L-a-phosphatidylethanolamine, Dioleyl
FasL - Fas ligand

FGF - fibroblastové riistové faktory

GM-CSF - faktor stimulujici granulocyto-makrofagové kolonie
HEM - hemoglobin

IFN - interferon

IL - interleukin

LAK - zabije¢ské buiiky aktivované lymfokiny
MHC- hlavni histokompatibilni komplex

NK - natural killers - pfirozené zabijece

PAMP - s patogenem asociované molekulové vzory
PBS - solny fostatovy pufr

PE - B-phycoerythrin

PRRs - receptory rozpozndvajici motivy

SR/CR - spontanni regrese / kompletni rezistence
TGF - transformujici riistovy faktor

TIL - tumor infiltrujici lymfocyty

TLR - Toll-like receptor

VEGF-A - vaskularni endotelialni riistovy faktor A



1. Nadorova onemocnéni

Pojem rakovina oznacuje skupinu vice nez 200 onemocnéni, kterd jsou

charakterizovana nekontrolovatelnym a abnormalnim rastem buné¢k (Schulz, 2005).

Nadorova onemocnéni patii k nejvét§im zdravotnim problémiam. Kazdy rok stoupa
pocet pacientd, kteti onemocni rakovinou. Nékteré studie pfedpovidaji 22,2 milionli novych
piipadi v roce 2030, v tom samém roce by na rakovinu mélo zemfit 13,2 milioni lidi (Bray
a kol., 2012). V Ceské republice roste celkovd incidence nadorovych onemocnéni,
k nejcastéjSim malignitdm zde patii nadory kolorekta, prsu, plic a prostaty (Dusek a kol.,

2010).

V soucasné dobé probihd 36717 klinickych studii zabyvajicich se 1écbou rakoviny,

z ¢ehoz 1293 studii se zabyva lé¢bou melanomli (www.clinicaltrials.gov, 9.12.2012).

1.1 Lécba rakoviny v historii

Podle paleopatologickych nalezii se tumory vyskytovaly jiz u zvitat v prehistorické
dobé. Nejstarsi psany zdznam o rakoviné lze nalézt v Edwin Smith Papyru (asi 3000 let
pt. n. 1.). Ebertiv Papyrus (asi 1500 let pi. n. 1.) jako prvni popisuje nddor mekkych tkani —

tukovy tumor — a déle se také zminuje o rakoviné kiize, délohy, zaludku a rekta.

Jiz starovéké civilizace mély snahu nadory 1écit. Egyptané nadory vypalovali nebo
vyfizli, dale pouzivali k 1é€bé rtizné soli ¢i arsenikovou mast. Naproti tomu Sumerové,
Per$ani, Ciflané nebo Hebrejci zastavali 1é¢bu pomoci rostlin. Nadory tedy 1é¢ili pomoci
¢ajii, ovocnych stav, vareného zeli nebo fikli. V pokrocilejSich ptipadech pak aplikovali
roztoky a pasty z médi, rtuti, siry a Zeleza. Rekové véfili, ze rakovina je vyvolana nadbytkem
¢i nedostatkem krve, hlenu, zluci a dalSich télnich sekretii. Lécba spocivala v pouziti riznych
roztokli a vypalovani v ptipad¢ povrchovych postizeni, hluboko ulozené tumory byly
vyfiznuty nebo povazovany za nevylé¢itelné (Hajdu, 2011). Rekové také dali rakoving jeji
jméno. Reckému lékati Hippokratovi pfipominal rakovinny rist kraba — fecky ,,carcinos“

(odpovidajicim latinskym slovem je ,,cancer*) (Wagener, 2009).

Lécebné postupy fimskych 1ékaia byly z dnesniho pohledu rovnéz zajimavé, pattila
k nim napftiklad aplikace vafeného zeli; smési medu, vaje¢ného bilku a soli; varené smési

popela z motského kraba, vaje¢ného bilku, medu a susenych vykali sokoll. Claudius Galen



vétil, Ze ptiinou nelécitelné rakoviny je husta ¢ernd zlu€, zatimco fidka zluta zlu¢ zptsobuje
vznik 1éc¢itelné rakoviny. Lécba tedy spocivala v podavéani projimadel, kterd méla snizit

hromadéni ¢erné zludi v téle.

S ptfichodem 6. stoleti byla 1é¢ba nadorit pomoci ,,Samanskych metod* nahrazena
odstranovanim zasazenych tkani. Aetius (527-565) zavedl mastektomii, Paulus z Aeginy
(625-690) zase thyroidektomii a polypektomii. Avicenna z Persie pfedstavil polypectomii
pomoci draténé klicky, kterd se kazdy den utahovala, dokud tumor neodpadl (Hajdu, 2011).

1.2 Klasifikace
Nadory mizeme délit podle jejich biologického chovani, dle tkanového ptivodu nebo

na zaklad¢ jejich zadvaznosti a rozsahu.

Podle biologického chovani se nadory rozd€luji na benigni a maligni. Maligni
tumory invaduji do okolnich tkani a nici sousedni tkan. Metastazuji lymfatickym ¢i krevnim
systémem do lymfatickych uzlin a dalSich tkani. Benigni tumory rostou expanzivnég, obvykle
jsou opouzdiené a nenarusuji okolni tkan. Mohou vSak byt nebezpecné tlakem na nervy ¢i

cévy. Benigni tumory nemetastazuji a rostou pomaleji nezZ maligni tumory (Ruddon, 2007).

Podle tkanového ptivodu rozlisSujeme nadory epitelové nebo mezenchymové tkané,
déale tumory retikuloendotelové ¢i nervové soustavy, existuji i nadory ze smiSenych tkani

(Franks a Teich, 1997):
e Nédory epitelové tkané
- benigni: papilomy, adenomy (ze zlazovych tkanf)

- maligni: karcinomy, adenokarcinomy (ze zlazovych tkani)



e Nadory mezenchymove¢ tkané
- benigni: lipomy (tukova tkan), fibromy (vazivo), osteomy (kost), angiomy (cévy),
myomy (svalova tkan), chondromy (chrupavka)
- maligni: sarkomy
e Nadory retikuloendotelového systému
- maligni: leukémie a lymfomy
e Nadory nervového systému
- benigni: meningiomy, neurofibromy
- maligni: neuroblastomy, retinoblastomy, neurofibrosarkomy
e Nadory ze zarode¢nych tkani
- benigni: teratomy

- maligni: teratokarcinomy

V letech 1943-1952 vytvofil Pierre Denoix TNM systém pro klasifikaci malignich
tumorti. Klasifikace umoznuje naplanovat odpovidajici 1écbu, urcit prognézu onemocnéni,
usnadiiuje hodnoceni 1écby a dorozuméni jednotlivych 1é¢ebnych instituci. Posuzuje se
velikost primarniho tumoru (T), rozsah zasazeni lymfatickych uzlin (N) a pfitomnost

vzdalenych metastaz (M):

T kategorie - TX — primarni tumor nelze ohodnotit

- TO —bez znamek priméarniho tumoru

- Ti—karcinom in situ

- TI1-T4 — vzrastajici velikost a/nebo lokalni rozsah primarniho tumoru
N kategorie - NX —regionalni mizni uzliny nelze ohodnotit

- NO - regionalni mizni uzliny bez metastaz

- NI-N3 — zvétSujici se zasazeni regionalnich miznich uzlin



M kategorie - MO — bez vzdalenych metastaz

- M1 — vzdalené metastazy

Na zéklad¢ seskupeni kategorii T, N a M zafazujeme tumory do jednoho ze stadii
(0-IV). Existuji dvé zékladni klasifikace, a to: klinicka a patologickd — pTNM. Klinicka
klasifikace je zalozena na nalezech, které byly ziskany ptred 1écbou a poskytuje voditko pro
vybér a hodnoceni 1écby. Patologicka klasifikace je zalozena na nalezech, které byly ziskany
pfed 1écbou, pii chirurgickém vykonu a pifi patologickém vySetfeni. Umoziiuje vybrat

podptirnou terapii a dopliiuje data pro odhad prognozy (Sobin a kol., 2011).

1.2.1 Melanom

Vyskyt malignich melanomti u bilé populace neustale stoupa, jednou z nejvice dotcenych
zemi je Australie. Vznik melanomu byva zptisoben kombinaci exogennich a endogennich
faktort. Az 65% malignich melanomil vznikd ve spojitosti se slunecnim zatenim (Bandarchi

a kol., 2010).

Maligni melanomy se obvykle diagnostikuji pomoci ,,ABCD* pravidla: byvaji
asymetrické (Asymetry), nepravideln¢ ohrani¢ené (Border irregularity), barva neni
stejnomérnd (Color variegation), jsou vétsi nez 6 mm v pruméru (Diameter) a v prabéhu

doby se vyviji (Evolving) (Abbasi a kol, 2004).

Vyvoj melanomt je charakterizovan nékolika kroky, které zahrnuji klinické
a histomorfologické zmény. Melanom, ktery na pocatku zasahuje pouze do epidermis,
postupné pronikd do papilarni dermis a nasledné vznikd melanom v tumorogenni ¢i
mitogenni fazi. V pribéhu tohoto vyvoje dochazi k prechodu melanomu z rhstové faze

radialni do faze vertikalni (Bandarchi a kol., 2010).

1.2.1.1 Klasifikace melanomu

Klasifikujeme tyto typy malignich melanomi:

e povrchové se §ifici melanom, ktery je nejcastéjsi; k jeho vzniku mize dojit na jakémkoliv

misté, v jakémkoliv véku; 1éze byvaji vicebarevné



e noduldrni melanom, ktery na rozdil od ostatnich typii neroste radidlné

e lentigo maligna melanom, ktery vznikad nékolikaletou progresi lentigo maligna; lentigo
maligna je loZisko charakterizované atrofii epidermis a postupnou proliferaci; tento typ se

vyskytuje pfevazné u starSich pacientti

e akrolentiginozni melanom, ktery postihuje pfedevsim dlan¢, chodidla a kiizi pod nehty

(¢ernochii a Japoncit)

e desmoplasticky melanom, ktery se vyskytuje ve formé ztvrdlych strupti a mohutného

tumoru na hlavé a krku
e smiSena skupina

(Bandarchi a kol., 2010).

1.2.1.2 Melanom B16 F10

Mysi melanomova bunécnd linie B16 vznikla v roce 1954, tumor vyrostl spontdnné
v ktzi mysi C57BL/6J (Teicher, 2011). Linie B16-F10 je odvozena od rodicovské linie
B16-F0 desetindsobnou selektivni metodou dle Fidlera (Nakamura a kol., 2002) a je vysoce

metastaticka (Cillo a kol., 1987). Metastazuje pifedevsim do plic (Cameron a kol., 2000).

1.3 Teorie vzniku rakoviny

V poslednich letech bylo navrzeno pét zakladnich modelt kancerogeneze, podle

kterych mohou nadory zptisobovat:

1. mutace, které jsou vyvolany napiiklad radiaci, viry nebo rtznymi chemickymi

latkami

2. dédinost a nestabilita genomu; tento model je zalozen na vyzkumech vyskytu

rakoviny v rodinach a podporuje ho naptiklad Knudsonova teorie dvou zasahti

3. negenetické pfiCiny; jedna se o vliv rizikovych faktort (strava, hormony atd.), které
neplisobi na urovni strukturdlnich zmén DNA, ale pfedevS§im prostfednictvim

funkénich zmén zahrnujicich epigenetické jevy



4. klondlni expanze a bunécnd selekce; tento model je popisovan jako Darwinlv

a predpoklada, Ze tumory vznikaji selekci bunék, které ziskaly néjakou vyhodu

5. zmé&na mikroprostfedi nebo selhani morfostazy

Jednotlivé modely se samoziejmé piekryvaji, nejen Casove ale i principidlng€. Nejvetsi

diiraz je vSak kladen na prvni z nich (Vineis a kol, 2010).

1.4 Znaky nadorovych bunék

Pres existenci Sirokého spektra typi nadorovych onemocnéni mizeme definovat

nekolik znak, které se vyskytuji u vétSiny nddorovych bunék.

Spole¢nou vlastnosti vSech nadort je jejich nekontrolovatelny rist. Nadorové bunky
maji schopnost nejen neustale uvolilovat rastové signaly, které stimuluji jejich rust, ale
1 inhibovat systémy, které plisobi proti bunécné proliferaci. Mnoho téchto systémi je

zé&vislych na aktivit¢ tumor supresorovych genti.

Zdravé bunky maji limitovany pocet cykli bunécného dé€leni, kterymi mohou projit.
Naproti tomu nadorové bunky ziskaly vyhodu neomezeného poctu replikaci. Za touto
schopnosti stoji telomaraza, kterd se u zdravych bunck témét nevyskytuje, zatimco u 90%
imortalizovanych bunc¢k (ke kterym néadorové bunky patii) se tato polymeraza nachazi.
Telomeraza zabraniuje zkracovani telomer chranicich konce chromozému, a tim umoziiuje
nadorovym bunkam replikacni nesmrtelnost. K dalSim alteracim nadorovych bunck patii

jejich schopnost odolavat apoptoze.

U nadorti je témét vzdy aktivovana angiogeneze. U zdravych tkani dochazi
k angiogenezi pouze ptrechodné, napiiklad pifi hojeni poranéni ¢i béhem Zenského
reproduk¢éniho cyklu. Neustdlou indukci angiogeneze si nadorové bunky zajistuji dostatek
zivin a kysliku a zaroven vyluCovani metaboliti a oxidu uhli¢itého. K faktorim, které
udrzuji nadorovou angiogenezi, se fadi naptiklad vaskularni endotelidlni ristovy faktor A
(VEGF-A) nebo fibroblastové rastové faktory (FGF). Krevni cévy jsou v ptipadé tumora
odlisné: dochézi ke komplikovanému a nadmérnému vétveni, cévy jsou nasledné zvétSené
a deformované, tok krve je proménlivy, vznikaji mikrohemoragie, cévy jsou déravé a hladina

endotelidlni proliferace a apoptozy je abnormalni.



v

K nejnebezpecnéjsSim  vlastnostem nador tadime jejich schopnost invaze
a metastazovani. Nadorové bunky ztraci E-cadherin a dal$i adhezivni molekuly, které drzi
bunky pohromad¢. To je pfi¢inou lokalni invaze, kterd je nasledovana intravazaci do
blizkych krevnich ¢i lymfatickych tkani. Po prichodu lymfatickym a hematogennim

systémem bunky unikaji do parenchymu vzdalenych tkéni — extravazace.

Nédorové builkky maji téZ odliSny energeticky metabolismus, probihd u nich tzv.
aerobni glykolyza. Zdravé bunky produkuji vétSinu ATP oxidativni fosforylaci, zatimco
bunky nadorové vyuzivaji pfi tvorbé energie glykolyzu, kterda je ovSem méné efektivni

(Hanahan a Weinberg, 2011).

1.5 Terapie nadorovych onemocnéni

Chirurgicka terapie

Chirurgicka terapie je nejstarSi a zaroven nejefektivnéjsi zptisob 1é¢by naddorovych
onemocnéni. Vyuziva se nejen pro odstranéni priméarniho nadoru, ale i pfi ur€ovani diagnozy
a stadia onemocnéni, dale pfi chemoterapii a radiacni terapii pro zavadéni porti, katetri €i

pump (Ko a kol., 2008).
Chemoterapie

Podstatou vétSiny chemoterapeutik je zadsah do bunécné proliferace. Proto velkou
nevyhodou chemoterapie je jeji pusobeni 1 na zdravé buiiky, predevSim na rychle se délici.
Inhibice bunécné proliferace muze probihat na nékolika urovnich: syntéza a funkce
makromolekul, organizace cytoplazmy a pfenos signalu, membrana builkky nebo syntéza,
exprese a funkce bunéénych povrchovych receptort, ptipadné prostredi rakovinného rastu

(Skeel a Khleif, 2011).
Radioterapie

Jako prvni vyuzil metodu radioterapie pro lécbu rakoviny prsu Emil H. Grubbe
vroce 1895 (VujoSevi¢c a Bokorov, 2010). Radioterapie je zaloZena na pusobeni fotont
(gamma zafeni a X-paprski) a nabitych castic (elektronti) na nddorovou tkan. Existuji téz

modifikace pracujici s neutrony ¢i protony. Mechanizmus terapie je zaloZen na piimém



ucinku zéateni, kdy dochdzi k poSkozeni DNA; ale i na nepiimém ucinku, tedy tvorbé

radikalti (Vokes a Golomb, 2003).
Fotodynamicka terapie

Fotodynamicka terapie je zaloZzena na vyuziti 1é¢iv, kterd jsou aktivovana svétlem.
Metoda vyuziva piisobeni singletového kysliku ('O»), ktery vznika diky energetickym
zménam fotosenzitivnich molekul. Excitované molekuly mohou téZ emitovat fluorescencni

svétlo, toho je mozné vyuzit pro detekci a lokalizaci tumora (Wilson, 2002).
Hormonalni terapie

Hormonalni terapie je vyuzivana piedevs§im pro 1écbu rakoviny prsu a prostaty. Déle
pak pro tumory spojené s nadmérnou produkci hormont (napt. adenomy hypofyzy) (Minev,
2011). Pro lé¢bu se vyuzivaji antiestrogeny, antiandrogeny, inhibitory aromatazy nebo

agonisté¢ hormonu uvoliujiciho luteiniza¢ni hormon (Jordan a Furr, 2009).

1.5.1 Imunoterapie

Metody vyuzivané v imunoterapii nadort indukuji protinddorovou imunitu nebo
vyuzivaji imunitni mechanismy za ucelem cilené¢ho transportu 1é¢iv do nadoru. V soucasné

dobé se vétsina metod zalozenych na imunoterapii nachazi zatim ve stadiu klinickych testt.

1.5.1.1 Imunoterapie zalozena na pouziti protilatek
Protilatky mohou aktivovat komplement, indukovat ADCC, opsonizovat buiiky nebo
byt nosici 1éCiv a toxinll. Vyuzivaji se pfedevS§im monoklonalni protilatky proti nadorovym

antigenlim a bispecifické protilatky.

Monoklonalni protilatky proti nadorovym antigenim jsou napiiklad podstatou
preparati Herceptin, Mabthera nebo Mylotarg. Vyuzivany jsou i konjugaty monoklonalnich
protilatek s toxiny nebo radioizotopy. Monoklonalni protilatky proti nadorovému antigenu se
dale pouzivaji k odstranéni nadorovych bunck ze suspenze bun¢k kostni diené, ktera byla
pacientovi odebrdna za UcCelem autologni transplantace. K nevyhoddm pouZiti
monoklonélnich protilatek se fadi selekce rezistentnich nadorovych bungk a riziko poskozeni

normalni tkané.



Umeéle vytvorené bispecifické protilatky disponuji dvéma vazebnymi misty. Jedna
antigenni specificita je namifena proti naddorovému antigenu, zatimco druha reaguje
s molekulou na povrchu imunokompetentnich bun¢k (T lymfocyty nebo NK bunky). Dale
mohou byt aktivovany fagocyty ¢i NK buriky, a to reakci Fc ¢asti protilatky s Fc receptory
téchto bunck (Hoftejsi a Barttnkova, 2009).

1.5.1.2 Imunoterapie pomoci mechanizmt zprostredkovanych burnikami

U téchto metod je velmi cCasty postup, kdy jsou pozadované bunky odebrany
pacientovi, in vitro stimulovany ¢i pozménény a nasledné vraceny do ob&hu pacienta. Takto
jsou naptiklad ziskany LAK (lymphokine activated killers) buniky, které mohou potlacit rast
nadoru. Pfipravuji se stimulaci T a NK bun¢k cytokiny (IL-2).

Dale se pomoci stimulace cytokiny z lymfocyti, které infiltrovaly do nadoru,
pfipravuji TIL (tumor infiltrating lymphocytes) buniky. Takto pfipravené buiky by mély

vykazovat nddorovou specificitu.

Ve fazi zkouSek je terapie dendritickymi bunkami, které jsou pfipravovany
ptusobenim cytokinti (GM-CSF, IL-4) na periferni monocyty. Dendritick¢ buiiky se po

kultivaci s nadorovymi antigeny injikuji pacientovi, kde stimuluji T lymfocyty.

Pti pouziti nddorovych vakcin se stimuluji Tc a Thl lymfocyty pomoci synteticky

pripravenych peptidi, které jsou rozeznavany nadorové specifickymi T lymfocyty.

In vitro mohou byt modifikovany také nadorové buiky. Jednou moznosti je fuze
nadorovych bunék s antigen-prezentujicimi builkami. Vznikd hybrid, ktery prezentuje
nadorové antigeny T lymfocytim a stimuluje je. Nadorové buitky mohou byt dale geneticky
modifikovany, po zméné napiiklad exprimuji CD80 nebo CD86, mohou také produkovat
cytokiny (IL-2, GM-CSF). Buiiky se pfed vracenim do organismu oSetfi tak, aby se nemohly
délit. Pozménéné bunky je mozné téz kultivovat s T lymfocyty pacienta, ¢imz se stimuluji

nadorové specifické klony.

Bunééné mechanizmy imunity mohou byt také zesileny aplikaci rekombinantnich
cytokind. Za timto ucelem jsou vyuzivany interleukiny (IL-2), interferony (IFN-a, IFN- vy)
a kolonie stimulujici faktory (GM-CSF).



Imunitni reakce proti nadoru mize byt vyvolana také nespecificky indukci zanétu
v misté¢ nadoru. Toho muze byt docileno aplikaci mykobakteridlni vakciny. Napiiklad

u karcinomu mocového méchyie.

Efektivni terapii n€kterych leukemii mtize byt alogenni transplantace kostni dien¢
a infuze lymfocytt darce, kterd zesiluje protinadorovou imunitu (HotejSi a Bartinkova,

2009).

1.5.1.3 Problémy imunoterapie

Nédorové bunky se imunitnimu ataku mohou vyhnout pomoci mnoha mechanizmii
imunosuprese. Mohou napftiklad snizovat expresi MHC molekul 1. tfidy, kostimula¢nich
molekul (CD80 a CD86) nebo nadorovych antigent. Buiiky mohou antigen dokonce ztratit
v disledku zna¢né variability, antigeny mohou byt dile maskovany sialylaci povrchu bunék.
Nékteré nadorové buiiky na svém povrchu exprimuji molekulu Fasl, pomoci niz jsou
schopné vyvolat v protinddorovych T-lymfocytech apoptéozu. Nadory mohou také uvoliovat
imunosupresivni molekuly: napf. adenosin, prostaglandin E2, TGF-B nebo VEGF-A. Ty
mohou zesilovat funkci Treg bunék. Ty wvznikaji, pokud je antigen prezentovan
dendritickymi bunikami, které nedozraly. Takové builkky brani protinddorové odpovédi.
Imunosupresivni molekuly ddle mohou potlacovat aktivaci T-lymfocytl, zabranovat priniku
T-lymfocytii do nador nebo suprimovat dendritické buniky (Mellman a kol., 2011; Hoiejsi

a Bartiinkova, 2009).

1.6 Imunitni systém a rakovina

Imunitni systém se skldda z Sirokého spektra bunck, rozpustnych molekul a tkéni,
které jsou rozmistény po celém téle. Jeho hlavni funkci je niceni latek, které jsou pro télo
cizi. Byva rozdélovan do dvou hlavnich kategorii: imunita vrozena a ziskana. Oba systémy

jsou vSak navzajem funk¢né propojené.

Vrozena imunita je nespecifickd - bunky neexprimuji receptory specifické pro
konkrétni antigeny. Zahrnuje anatomickou, bunécnou a latkovou obranu, ktera se tcastni
casné imunitni odpovédi. Buiniky vrozené imunity nedisponuji imunologickou paméti.
Vrozena imunita se brani pomoci anatomickych bariér (mukus, kize, fasinky), rezidentni

flory (predevSim nepatogenni bakterie), humoralnich faktorG (proteiny komplementu,
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lactoferrin, lysozym, pepsin, acidita zaludku) a bun¢k (antigen prezentujici buiiky, bazofily,
eozinofily, zirné bunky, NK buiky, fagocyty). Proteiny sekretované buikami vrozené

imunity hraji diillezitou roli v dal$§im vyvoji ziskané imunity.

Ziskanad imunita je vyvojové mladsi nez vrozend, byva oznacovéna jako specificka
a ma imunologickou pamét. Bunécnou slozku tvoii T a B lymfocyty. Humoralni slozka je
pak tvotena protilatkami, sekretovanymi plazmatickymi bunikami, které vznikaji diferenciaci
B lymfocytii. Dalsi slozkou humoralni imunity jsou cytokiny produkované Th lymfocyty
(Stanley, 2002).

1.6.1 Vrozena imunita v boji proti nadorim

Ze studie, kterou provedl Cui na mySich nesoucich mutaci SR/CR, vyplyva, Ze
nadorové bunky mohou byt likvidovany vrozenou imunitou. U téchto mysi dochdzi po
injikovani Sirokého spektra naddorovych bunék k mohutné infiltraci leukocyti do tumoru.

Nédor je likvidovan makrofagy, polymorfonukleary a NK bunikami (Hicks a kol., 2006).

Buniky vrozené imunity mohou byt aktivovany mikrobidlnimi molekulami zvanymi
PAMPs (pathogen-associated molecular patterns). Ty upozorfiuji organismus na vstup
mikroorganizmt. [ pfes svilj nazev se nevyskytuji pouze u patogenid, ale u vSech
mikroorganizmid. PAMPs jsou rozpoznavany receptory bunc¢k vrozené imunity, zvanymi
pattern recognition receptors (PRRs), zejména toll-like receptory. Vysledkem je aktivace
imunitniho systému a nasledné zniCeni patogenu nebo jim infikovanych bunék. V téchto
likvida¢nich procesech hraji dulezitou ulohu rovnéz dalsi PRRs, a to fagocytarni receptory.
K nejznaméjsim PAMPs rozpoznavanym toll-like receptory (TLR) patii lipopolysacharid
agonistim  fagocytarnich  receptori  patfi  terminalni ~manoza, beta  glukan

a formylmethioninové derivaty (Bianchi, 2007; Medzhitov a Janeway, 2002).

U lidi bylo doposud identifikovano deset toll-like receptorti (Tab.1). Lidské TLR se
na zaklad¢ lokalizace na chromosomu, struktury genu a aminokyselinovych sekvenci
roz¢lenuji do péti skupin: TLR2 (skupina se skladd z TLR1, TLR2, TLR6 a TLR10), TLR3,
TLR4, TLRS, TLRY (skupina se sklada z TLR7, TLR8 a TLRY). TLR 10 je poslednim
objevenym lidskym toll-like receptorem (Sandor a Buc, 2005).
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Tab. 1: Seznam lidskych toll-like receptort a jejich ligandtl (Takeuchi a Akira, 2010).

PRRs Localization Ligand Origin of the Ligand

TLR

TLR1 Plasrma membrane Triacyl lipoprotein Bacteria

TLR2 Plasma membrane Lipeprotein Bacteria, viruses, parasites, self
TLR3 Endolysosome dsRNA Virus

TLR4 Plasma membrane LPS Bacteria, viruses, self

TLRS Plasma membrane Flagellin Bacteria

TLR6 Plasma membrane Diacy! lipoprotein Bacteria, viruses

TLR7 (human TLRS) Endolysosome ssRNA Virus, bacteria, self

TLR9 Endolysosome CpG-DNA Virus, bacteria, protozoa, self
TLR10 Endolysosome Unknown Unknown

TLR11 Plasma membrare Profilin-like meolecule Protozoa

TLR se vyskytuji 1 u naddorovych bun¢k (Tab. 2). Tohoto jevu mlze byt vyuzito jak
pro diagnostiku tumort, tak pro jejich terapii. Kombinaci TLR agonisty ¢i antagonisty spolu
s antigenem izolovanym z tumoru muze byt vyvoldna vrozend imunitni odpovéd proti
nadoru. Bylo ovSem také zjiSténo, ze nadmérna exprese TLR u nadorovych bun¢k muize

podporovat nadorovy rtst (So a Ouchi, 2010).

Tab. 2: Exprese toll-like receptori na nddorovych bunkach (So a Ouchi, 2010).

TLRs Natural Ligand-origin Expressing cancer cells and tissues
TLR1 Triacyl Lipopeptides-Bacteria Colon cancer
Soluble factor-Neisseria meningitidis
TLR2 Lipoprotein-various pathogens Colon cancer
Peptidoglycan-Gram+bacteria Gasfric cancer
Lipoteichoic acid-Gram+bacteria Hepatocellular carcinoma
Zymosan-Fungi
Heat-shock protein 70-host
TLR3 Double stand RNA-Virus Breast cancer
Colon cancer
Melanoma
Hepatocellular carcinoma
TLR4 Lipopolysaccharide-Gram negative bacteria Breast cancer
Envelope protein-MMTV Colon cancer
Oligosaccharides of hyaluronic acid-Host Melanoma
Heat-shock protein 60/70-Host Gastric cancer
Lung cancer
Hepatocellular carcinoma
Owarian cancer
TLRS Flagellin-Bacteria Gastric cancer
Cervical squamous cell carcinomas
TLR& Diacyl lipoproteins-mycoplasma Hepatocellular carcinoma
TLRY Single-strand RN A-virus Chronic lymphocytic leukemia
TLRS Single-strand RN A-virus
TLR9 CpG-containing DNA-Bacteria and virus Breast cancer

Gastric cancer

Hepatocellular carcinoma

Cervical squamous cell carcinomas
Glioma

Prostate cancer

Z jiz zminéné studie prof. Cui vyplyva, Ze pokud jsou nddorové bunky rozeznany

bunikami vrozené imunity, mohou jimi byt také likvidovany. Schopnost rozeznat nddorové
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bunky mély buiiky vrozené imunity u zkoumanych mysi diky SR/CR mutaci (Hicks a kol.,
2006). Bézné buiiky tuto schopnost nemaji. Proto je tfeba instalovat agonisty PRRs (TLR
resp. fagocytarnich receptorti) na nadorové bunky umeéle. Nasledujici kapitoly rozebiraji

moznosti kotveni agonistii PRRs.

1.6.2 Ukotveni PAMPs na nadorové bunky

Bunéény povrch muze byt pozménén predev§im dvéma pfistupy: chemicky nebo
pfenosem genu transfekci ¢i transdukeci. Na buiiku je mozné vazat rizné latky pomoci
kovalentni vazby, pifipadné¢ na zaklad¢ elektrostatickych nebo hydrofobnich interakci.
Posledni ze zminénych interakci vyuziva naptiklad biokompatibilni kotva pro membrany
(BAM). Mnohé z téchto ptistupti maji ale své nevyhody. Kovalentni vazba miiZe narusit

funkci membranovych proteinti, vétSina kationickych polymeri je cytotoxickd (Teramura

a Iwata, 2010; Kato a kol., 2004).

Dalsi moznosti je pomoci transdukce vnést do nddorovych bunék gen kodujici ptimo
agonistu TLR. Tim muze byt napiiklad flagellin. Tosch a kol. (2008) pomoci adenovirového
vektoru prenesli do nadorovych bunék A549 gen pro flagellin z Listerie monocytogenes
a také protein P40 z Klebsielly pneumonie. Tato transformace vyvolala zrani dendritickych
bunék. Ve smiSené lymfocytarni reakci transdukce vektorti nesoucich geny pro flagellin
a protein P40 stimulovala proliferaci lymfocyt a sekreci IFN-y . Déle byla provedena in
vivo aplikace. Adenovirové vektory nesouci tyto PAMPs byly podany intratumoralné¢ mysim
s podkoznimi melanomy nesoucimi cocksackie-adenovirovy receptor (B16F0-CAR). Vektor

nesouci protein P40 doCasn¢ inhiboval progresi nadoru.

Tato dipomové prace se zabyva dal$i moZnosti, a to pomoci transdukce vnést do
nadorovych bun¢k gen kddujici avidin, ktery by mohl véazat biotinylované agonisty PRRs.
Walker a kol. (1996) dosahli ptechodné exprese avidinu na dvou lidskych nadorovych
bunécnych liniich (HeLa a Hep G2), které transfekovali pomoci kationickych lipida. Dale
pomoci retroviru koédujiho avidin dosdhli trvalé exprese avidinu na buiikach linie C/16.

Ptechodné i trvale exprimovany avidin byl schopen vazat radioaktivné znaceny biotin.
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1.6.2.1 Pfenos genu pomoci virovych vektort

Ptenos genetické informace do bunék je ptfirozenou vlastnosti viril, zajistuje jejich
mnozeni. Aplikace virovych vektorii je vSak komplikovana jejich cytotoxickymi,
imunogennimi a biohazardnimi vlastnostmi. Na druhou stranu oproti nevirovym metodam
poskytuji virové vektory vyssi u€innost a stabilitu exprese pireneseného genu. Tato vlastnost
je zaloZena na schopnosti virt obalit geny do tésného komplexu, ktery rozpozna specificka
mista na povrchu cilovych bun¢k a pfipojuje se na né. Timto zplisobem je geneticka
informace pfi vstupu do bun¢k chranéna pred bunéénymi degradacnimi procesy (Friedmann
a Rossi, 2007). K nejpouzivanéj$im vektorim v genové terapii patii podle statistik

klinickych zkousek adenoviry a retroviry (Obr. 1).

Vectors Used in Gene Therapy Clinical Trials

£
R,

e

Adenovirus 23.3% (n=438)
Retrovirus 19.7% (n=370)
MNaked/Plasmid DNA 18.3% (n=345)
Vaccinia virus 7.9% (n=148)
Lipofection 5.9% (n=111)

Poxvirus 5% (n=95)
Adenoc-associated virus 4.9% [n=92)
Herpes simplex virus 3.1% (n=59)
Lentivirus 2.9% (n=55)

Other categories 5.6% (n=105)
Unknown 3.4% [n=64)

00000000

The Journal of Gene Medicne, © 2012 John Wiley and Sons Lid www. wileyco uk/genmed/ clinical

Obr. 1: Nejcastéji pouzivané vektory v genové terapii (www.wiley.com, 9. 12. 2012).

1.6.2.1.1 Prehled nejcastéji vyuzivanych virovych vektora

Adenoviry jsou neobalené viry, jejichz velikost je 70-90 nm. Obsahuji line4rni
molekulu dvousroubovicové DNA, velikost genomu se pohybuje v rozmezi 26-48 kbp
(King, 2012). Vysoka transduk¢ni ucinnost délicich i nedé€licich se bun€k patii k prednostem
adenovirovych vektorii, stejné¢ jako schopnost produkovat az 104 virovych castic na
infikovanou buitku. Vektory mohou nést velké geny — az do velikosti svého vlastniho
genomu. Jejich DNA polymeraza je velmi pfesna, coz zajistuje pomérnou stabilitu genomu.

Adenovirové genomy se neintegruji do hostitelské DNA, riziko inzeréni mutageneze je tedy

14



minimalni. Nevyhodou téchto vektorii je jejich schopnost vyvolat silnou imunitni odpovéd’

(Khare a kol., 2011).

Retroviry jsou obalené viry, jejichz velikost je 80-100 nm. Jedné se o ssRNA viry,
které obsahuji reverzni transkriptazu, velikost jejich genomu je 7-13 kb (King, 2012).
Retroviry maji schopnost stabiln¢ inkorporovat svou DNA do hostitelského chromosomu,
tato vlastnost pfindsi urcité vyhody, ale i problémy. Inkorporace pfenasené¢ho genu zajist'uje
jeho dlouhotrvajici expresi. Nespecifickd inkorporace do hostitelského genomu ale miize
naru$it hostitelsky gen v misté inkorporace nebo zpisobit abnormalni expresi blizkych
hostitelskych gent. DalSim rizikem téchto vektorti je moznost vyvolat vznik retroviru

schopného replikace (Yi a kol., 2011).

Lentiviry, které patii do skupiny Retroviridae, maji podobné vlastnosti jako
retroviry — integruji virovy genom do hostitelského genomu. Na rozdil od retroviri ale
lentiviry infikuji GspéSné€ i nedélici se bunky. VétSina lentivirovych vektort je zalozena na

viru lidské imunodeficience (Yi a kol., 2011).

Adeno-asociované virové vektory patii do skupiny Parvoviridae. Jedna se o skupinu
neobalenych virG s velikosti 21-26 nm. Parvoviridae maji genom ve formé¢ ssDNA
o velikosti 4-6,3 kb (King, 2012). K pfednostem adeno-asociovanych virovych vektort
fadime jejich schopnost infikovat dé€lici i ned€lici se buiiky a trvalou expresi piendsenych
genti. Vektory nevykazuji zfejmou cytotoxicitu. Vyuziti raznych serotypii umoziuje
infikovat Sirokou fadu tkani. Adeno-asociované virové vektory se integruji do mist, ktera
neobsahuji transkribované geny a nenachézeji se ani blizko onkogent, riziko onkogeneze je
tudiz zanedbatelné (Daya a Berns, 2008). VétSina téchto vektort se integruje do specifického

mista na chromosomu 19, které umoziuje latentni infekci (Kotin a kol., 1990).

1.6.2.2 Systém avidin-biotin
Jednim z hlavnich cill této prace byla exprese avidinu na nadorovych buikéach
a naslednd vazba avidinu s biotinem. Pomoci této modifikace bychom na buiiky mohli vazat

biotinylované agonisty PRRs.

Biotin (Obr. 2) je ve vod¢ rozpustny vitamin. Je koenzymem péti (lidskych)
karboxylaz (acetyl-CoA karboxyldza 1 a 2, pyruvat karboxyldza, propionyl-CoA
karboxylaza a 3-methylcrotonyl-CoA karboxyldza), které katalyzuji klicové kroky
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v metabolizmu mastnych kyselin, glukézy a aminokyselin. K jeho dal§im funkcim patii
regulace genové exprese. Ta probihd na zékladé biotinilyzace lyzinovych zbytkl v histonech

H2A, H3 a H4 nebo na post-transkripéni tirovni (Erdman a kol., 2012).

o
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Obr. 2: Struktura biotinu (Erdman a kol., 2012).

Avidin je homotetramericky protein (Obr. 3), ktery tvoii maximalné 0,05%

celkovych proteinii ve vaje¢ném bilku (Zerega a kol., 2001).

Obr. 3: Kvarterni struktura avidinu (Wilchek a kol., 2006).

Kazdy monomer (Obr. 4) obsahuje 128 aminokyselinovych zbytkl, molekulova vaha

avidinu je asi 67 kDa. Jeho biologickd funkce neni zndma, ale pro jeho vysokou afinitu
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k biotinu se pfedpoklada, ze slouzi jako obranny protein proti mikroorganizmiim zavislym
na biotinu (Huopalahti a kol., 2007). Dalsi ptedpoklddanou funkci avidinu je regulace
bunécné proliferace myoblastii a chondrocytii béhem bunécné diferenciace (Zerega a kol.,

2001).

Obr. 4: Struktura avidin-biotin monomeru: 8 antiparalelnich p-vldken, které tvoii B-barel

(Livnah a kol., 1993).

Biotin ma stejné silnou afinitu také ke streptavidinu, ktery je bakteridlniho piivodu.
Pochézi ze Streptomyces avidinii. Oproti avidinu vykazuje méné Castou nespecifickou vazbu

a ma tudiz vétsi senzitivitu (Deshpande, 1996).

Systém avidin-biotin ma nékolik piednosti (Deshpande, 1996):

e Avidin mé na kazdé své molekule 4 vazebna mista pro biotin, coz umoziuje
amplifikaci signalu.

e Biotin mé4 obrovskou afinitu pro (strept)avidin. Disocia¢ni konstanta této vazby je
107 I/mol.

e Biotin ma velmi malou molekulovou véhu (244 Da) a ve vétSin¢ piipadi neméni
funkci molekul, na které se vaze.

e Biotin navazany na molekuly s nizkou ¢i vysokou molekulovou vahou miize byt stale
rozpoznan avidinem.

e Vazba vznika velmi rychle.

e Komponenty systému avidin-biotin jsou komeré¢né dostupné.
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Techniky vyuzivajici systém avidin-biotin bychom mohli rozd¢lit do dvou
zéakladnich kategorii: detekéni a afinitni metody. Detekéni techniky byvaji zaloZeny na

nekteré ze tii konfiguraci:

e Avidin je znacen detekovatelnou molekulou (pf. enzymem, fluorescen¢ni sondou, ...).
Biotinylovand protilatka poté véaze cilovou molekulu nebo antigen ke znacenému

avidinu (Obr. 5). Tato technika je vyuzivana ptfedevSim pro imunologické testy.

a‘T 2 B b
Obr. 5: Konfigurace detekéni techniky zalozena na systému avidin-biotin; T-cilova

molekula, A-avidin, B-binder (Deshpande, 1996).

e Neznaceny avidin slouzi jako spoj mezi dvéma nebo vice molekulami konjugovanymi

s biotinem (Obr. 6). Tato technika je rovnéz vyuzivana hlavné pro imunologické testy.

>1‘
'

Obr. 6: Konfigurace detekéni techniky zaloZend na systému avidin-biotin; T-cilova

molekula, A-avidin, B-binder (Deshpande, 1996).

e Tteti konfigurace je kombinaci dvou pfedchozich. Jelikoz avidin mé ¢tyfi vazebnd mista
pro biotin, mize tak tvofit spoj mezi dvéma a vice konjugaty s biotinem (Obr. 7). Tato

technika je vysoce citliva (Deshpande, 1996).
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Obr. 7: Konfigurace detekéni techniky zaloZend na systému avidin-biotin; T-cilova

molekula, A-avidin, B-binder (Deshpande, 1996).

K piikladiim vyuziti tohoto systému se fadi naptiklad detekce molekul (Li a kol.,
2012; Morpurgo a kol., 2012), znaceni bunénych komponent (Heitzmann a Richards, 1974;
Heggeness a Ash, 1977), detekce vazby protilatka-antigen (Warnke a Levy, 1980) nebo
lokalizace antigent (Hsu a kol., 1981).

Druhou kategorii metod zaloZenych na principu avidin-biotin tvofi afinitni
systémy. K prvnim aplikacim tohoto systému pattily predevsim izola¢ni metody vyuzivajici
afinitni chromatografii (Bodanszky a Bodanszky, 1970). Systém avidin-biotin lze rovnéz
vyuzit pro purifikaci latek (Magro a kol., 2012; Kurien a Scofield, 2012) nebo cilenou
radioimunoterapii (Grana a kol., 2012). Déle k selekci bun€k (Davis a kol., 1994), cilenému
transportu latek (Soininen a kol., 2012; Murugan a kol., 2012; Lesch a kol., 2009), cilenému
prenosu bunék do tkani (Nucera a kol., 2012), izolaci latek (Singh a Natarajan, 1987; Kim
a Kato, 1994) nebo k uchyceni molekul na rtizné povrchy (napt. imobilizaci protilatek)
(Orelma a kol., 2012). Systém avidin-bitoin umoziuje napi. 1 inaktivaci bakteriofagl

(Becker a Wilchek, 1972).

V poslednich letech byly pomoci genetického inzenyrstvi vytvofeny modifikace
streptavidinu a avidinu, které pfinaseji nové moznosti aplikace a lepsi vlastnosti tohoto
systému. Timto zpiisobem byly upraveny strukturni a farmakokinetické vlastnosti, vazebna

afinita a specificita (Laitinen a kol., 2007).
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Vyhod systému avidin biotin bylo vyuZzito i v aplikacich tykajicich se studia
rakoviny. Kalofonos a kol. (1990) piedstavili metodu lokalizace nadord pomoci
monoklondlnich protilatek konjugovanych se streptavidinem, ktery nasledné¢ vazal biotin
znadeny '''In. Podobnou metodu lokalizace zavedli Paganelli a kol. (1991). Sestavala
z aplikace biotinylované protilatky, nasledované avidinem, v poslednim kroku byl pfidan

111
I

derivat biotinu znaceny In.
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2. Cile prace
» Pomoci virového vektoru nesouciho gen pro avidin infikovat melanomové bunky

B16-F10. Po ovéieni exprese avidinu vazat biotinylované ligandy PRR.

» Optimalizovat systém pro detekci vazby BAM (Biocompatible Anchor for cell
Membrane) a DOPE (N-(Succinimidyloxy-glutaryl)-L-a-phosphatidylethanolamine,

Dioleyl) na nadorové buiiky a ur¢it mnozstvi téchto latek navazanych na bunky.
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3. Material a metodika prace

3.1 Chemikalie

RPMI 1640 (Sigma-Aldrich)

DMEM (Sigma-Aldrich)

Fetal Calf Serum (FCS) (Sigma-Aldrich)

poly-L-lysin (Sigma-Aldrich)

Trypsin EDTA (0,02 % trypsin a 0,02% EDTA v PBS)

BAM — MW= 4000 (Biocompatible Anchor for cell Membrane) (NOF EUROPE,
Belgie)

DOPE (N-(Succinimidyloxy-glutaryl)-L-a-phosphatidylethanolamine, Dioleyl) (NOF
EUROPE, Belgie)

Biotin (Sigma-Aldrich)

Bovinni sérovy albumin (Sigma-Aldrich)

Bovinni hemoglobin (Sigma-Aldrich)

Protilatka proti biotinu znacena TRITC (Abcam)
Protilatka proti biotinu znacend Texas Red (Genetex)
B-Phycoerythrin (AnaSpec)

QIAGEN Plasmid Midi Kit (QIAGEN)

Puromycin (Sigma-Aldrich)

3.2 Pristroje

mikroskop Olympus IX70; laser U-RFL-T; excitacni filtry: WG (460-490 nm) a WB
(510-550 nm)

centrifugy - NF400R (rotor SC415)
- Universal 32R (rotor S0052)
- Optima XL-100K Ultracentrifuge (Beckman) — vykyvny rotor SV28

spektrofotometry - Pye Unicam Sp 1800
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- Absorbance Microplate Reader ELx800™ (BioTek)
- Infinite M200 (Tecan)

e FACS LSRII (Becton Dickinson)

3.3 Bunécéné linie
3.3.1 Bunééna melanomova linie B16-F10

V experimentech byla pouzivana bunécna linie mySiho melanomu B16-F10 (dar od prof.

Rihové, Mikrobiologicky ustav AVCR Praha).

Bunky byly kultivovany v médiu RPMI 1640 s 10% bovinnim fetadlnim sérem,
antibiotiky, glutaminem a merkaptoetanolem v termostatu pfi teploté¢ 37°C v atmosfére

nasycené vodnimi parami a obsahujici 5% CO..

3.3.2 Pakazovaci buniky GP 293 (linie z embryonalni lidské ledviny)
Pii piipravé virového vektoru byly pouzivany pakazovaci buiiky GP 293 (Ustav
molekularni genetiky AVCR Praha).

Bunky byly kultivovany v médiu DMEM s 10% bovinnim fetdlnim sérem, antibiotiky
a glutaminem (pH 7,2). Kultivace probihala v termostatu pii teplot¢ 37°C v atmosféie
nasycené vodnimi parami a obsahujici 5% CO,. Jelikoz buiiky GP 293 Spatné adheruji, byly
misky pro kultivaci pokryty roztokem poly-L-lysinu (0,Img / ml destilované vody), poté byl

roztok odsan a misky nechany oschnout.

3.4 Bakterie (E. coli— kmen STBL) s plazmidy
Bakterie s plazmidy byly poskytnuty Ustavem molekularni genetiky AVCR.

Plazmidy pro prvni konstrukt:

e pAsSpATIG2 - koduje gen pro GFP a fuzni protein: avidin + transmembranovy
protein butyrophilin

e pVSV-G - koduje obalovy protein: G-protein viru vezikularni stomatitidy
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Plazmidy pro druhy konstrukt:

e pCAspATIG - koduje gen pro GFP a fuzni protein: avidin + transmembranovy
protein butyrophilin

e PMD2.G - kdduje obalovy protein VSV

e psPAX2 —koduje ostatni proteiny HIV (gag, pol, rev)

Metody

3.5 Izolace DNA

Bakterie s plazmidy byly kultivovany v LB médiu s ampicilinem (100 pg/ml média) ptes
noc pii 37°C na tfepacce. Nasledovala centrifugace kultury (6000 g). Pelet byl pouzit pro
izolaci DNA. Ta probihala pomoci kitu QIAGEN Plasmid Midi Kit. Koncentrace

vyizolované DNA byla zjisténa na spektrofotometru.

3.6 Priprava virového vektoru

3.6.1 Transfekce pakazovacich bunék
Den pted transfekei byly nasazeny pakéazovaci buiiky GP 293 (107 bungk / 15 cm misku).
Druhy den byla provedena transfekce téchto bun¢k kalcium-fosfat precipitacni metodou. Dle

nasledujiciho schématu byly pfipraveny a diikladné promichany roztoky A a B:

Roztok A: 2,25 ml HBS + 45 ul PO,

Roztok B: 270 ul 2M CaCl; + 60 ug DNA (pVSV-G a pAspATIG2 v poméru 1:5) + 2,1 ml
H,O

HBS = Hepes (10 g/1), NaCl (16 g/1); pH 7.0

PO4= 70 mM Na,HPO,, 70 mM NaH,POj4
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Za neustalého tfepani se zkumavkou byl do roztoku A po kapkach pfidavan roztok B.
Vznikld smés byla opatrné pfiddna na buniky s médiem. Po 4 hodindch bylo zbunék
odstranéno médium, byl pfidan ptredehtaty 15% roztok glycerolu v HBS, po 1 minuté byl
odsan a buiikky byly nésledné oplachnuty roztokem PBS. Nakonec bylo opét doplnéno
samotné médium. Druhy den po transfekci byl k médiu ptidan 25% roztok glukédzy tak, aby

tvoftil 1/15 objemu média.

3.6.2 Sbirani média
Médium s virovym vektorem bylo sbirano druhy den po transfekci, tieti den (rano i vecer)
a ctvrty den. Jednotlivé alikvoty byly okamzité zamrazeny (-80° C). Po poslednim sbéru

byly vSechny alikvoty rozmrazeny a ultracentrifugaci zakoncentrovany.

Pted ultracentrifugaci bylo médium s virovym vektorem stoceno na centrifuze kvuli
odstranéni zbytkll bunék. Ultracentrifugace probihala 2,5 h pii 4° C a rychlosti 80 tis. G
(vykyvny rotor SV28, 23 tis. ot./min.). K peletu bylo pfiddno 400 pl média a 40 pl 25%
roztoku glukozy, vzorek byl 2 hodiny protfepavan na tiepacce a poté ponechan 12 hodin ve

4°C. Nakonec bylo pfidano médium, vzorek byl rozsuspendovan a zamrazen (-80° C).

3.6.3 Titrace

Na 6-jamkovou desku byly vysety buiiky pta¢i bun&éné linie DF-1 (1.8%10° bun&k /
jamku). Za 2 hodiny byla provedena infekce: nejprve bylo odsito médium, poté
napipetovana virova suspenze v 200 pul média na jamku. Pomoci fedici fady byly vzdy
v duplikatech ptipraveny jamky s 50 pl, 5 pl a 0,5 pl virové suspenze. Dva dny po infekci
byly bunky zméteny na FACS. Podle procentudlniho zastoupeni GFP pozitivnich bun¢k byl

dopocitan titr viru.

3.7 Infekce melanomovych bunék B16-F10

Melanomové buiiky byly nasazeny na 96-jamkovou desku (10* bungk / jamku). Po
4 hodinach, kdy byly buniky dostate¢n¢ adherované, bylo odsdno médium. K bunkédm byla
pridana virova suspenze (20 ul / jamku) a polybren tak, aby vysledna koncentrace byla 20 pg

polybrenu / ml virové suspenze. Buiiky byly inkubovany 30 minut pii pokojové teploté.
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Nasledné bylo ptiddno médium tak, aby vysledna koncentrace polybrenu ¢inila 4 pg / ml

média.

3.8 Vazba s biotinem a znaceni protilatkou

2 dny po infekci byly bunky B16-F10 3x omyty PBS. Poté probihala inkubace
s biotinem a protilatkou proti biotinu znacenou Texas Red. Na jamku bylo postupné
naneseno 50 pl roztok biotinu (0,2 mg biotinu / ml PBS) a 50 ul protilatky fedéné 1/100.

Vazba s biotinem 1 protilatkou probihala vzdy 30 minut.
Kontroly byly provedeny dle nasledujiciho schématu:
¢ neznacené infikované bunky
¢ infikované bunky s navazanym biotinem
¢ infikované buniky s navdzanym biotinem, znacené protilatkou proti biotinu
¢ infikované bunky znacené protilatkou proti biotinu
¢ neznacené neinfikované bunky
¢ neinfikované buiiky s navazanym biotinem
¢ neinfikované buriky s navazanym biotinem, znacené protilatkou proti biotinu
¢ neinfikované buitky znacené protilatkou proti biotinu

Mezi jednotlivymi inkubacemi a po kone¢ném znaceni byly vzdy buiiky 3x oplachnuty
PBS. Znaceni probihalo na ledu a za minimalniho osvétleni, aby nedochazelo k fotodestrukci

znac€ky na protilatce.

3.8.1 Optimalizace detekce vazaného biotinu

Z diivodu neuspésné detekce biotinu byly provedeny nasledujici modifikace:
1) Navazany biotin byl dale detekovan pomoci protilatky proti biotinu zna¢ené TRITC.
2) Detekce probihala také na fixovanych bunkach. Bunky byly fixovany

a permeabilizovany ptsobenim ethanolu (10 minut).
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3.9 Mikroskopické ovéreni vazby biotinu

Vyhodnoceni znacenych bunék probihalo v Laboratofi veterindrni a medicinské
protistologie na mikroskopu Olympus IX70. Excitace byla provedena za pomoci laseru
R-RFL-T a téchto filtri: WG (460-490 nm) pro detekci GFP a WB (510-550 nm) pro detekci
Texas Red nebo TRITC.

3.10 Virovy vektor odvozeny od lentiviru

Po nelispé&ném pokusu s prvnim virem piipravil dr. Senigl (UMG Praha) virovy
vektor odvozeny od lentiviru. Tento virus nenesl gen pro GFP, ale m¢l expresni kazetu pro
puromycinovou rezistenci. Bylo tedy tfeba vyzkouSet citlivost bunék B16-F10 na
puromycin. Bunky byly nasazeny na 6-jamkovou desku v cca 70% konfluenci a byl pfidan
puromycin tak, aby vysledna koncentrace odpovidala 1 pg, 2 pg nebo 4 pg / ml média (dvé

jamky pro kazdou koncentraci). Citlivost bun€k byla odecitana druhy a tfeti den.

Jelikoz bunky vykazovaly citlivost k puromycinu, bylo mozné pfejit k ovéfeni vazby
biotinu na exprimovany avidin. Buiiky byly infikovany virovym vektorem a po dvou dnech
byl pfidan puromycin (2 pg / ml média), timto zpuasobem byla provedena selekce
infikovanych bunék. Vazba a detekce biotinu probihala 2 dny po pfidani puromycinu. Postup
prikazu exprese avidinu byl totozny jako v ptipadé prvniho virového vektoru, byla pouzita

protilatka proti biotinu znacena Texas Red 1 TRITC.

3.11 Ovéreni vazby BAM a DOPE na nadorové burky

3.11.1 Detekce pomoci hemoglobinu
Nejprve bylo nutné zjistit absorpéni spektrum hemoglobinu. Byl piipraven 10™* mol/l
roztok hemoglobinu v PBS. Spektrum bylo zméfeno na spektrofotometru Pye Unicam

Sp 1800 v rozmezi vinovych délek 420-700 nm.

Dale bylo potifeba urcit optimélni koncentraci roztoku hemoglobinu, aby bylo
dosazeno dostate¢né¢ vysoké citlivosti méfeni. Pii vlnové délce 500 nm byly zméteny

roztoky hemoglobinu o koncentracich: 10 mol/I, 2*10™ mol/l a 10> mol/l.

27



Z piedchoziho méfeni byla jako optimalni uréena koncentrace 2*10™ mol/l, kdy byla
hodnota absorbance dostate¢né vysoka. Byl tedy pfipraven roztok hemoglobinu o této
koncentraci, dale roztok BAM a DOPE — oba o koncentraci: 5*10~ mol/l. P¥ piipravé
roztoki BAM a DOPE byly latky rozpusStény v malém mnozstvi DMSO, poté byl pfidan
PBS do pozadovaného mnozstvi. Nasledovala konjugace téchto roztokli v molarnim pomeéru
1:1. 5 ml roztoku hemoglobinu bylo smichdno s 0,02 ml roztoku BAM nebo DOPE.
Konjugace probihala 2 hodiny pfi laboratorni teploté. Roztok hemoglobinu byl také dotfedén:
k 5 ml roztoku hemoglobinu bylo ptfidano 0,2 ml PBS. Dale byly sklizeny bunky B16-F10,
promyty v 50 ml RPMI a sto¢eny (10 min., 1000 g, 4 °C). Po ptfidani RPMI byly bunky

spocitany a nasazeny do desky.

Na 24-jamkové desce byly vzdy v triplikatech pfipraveny nasledujici vzorky. (Pozn.:
HEM-BAM - konjugat BAM a hemoglobinu):

e 1 ml HEM-BAM (nebo 1 ml HEM-DOPE) + 1 ml suspenze B16-F10
e | ml HEM-BAM (nebo 1 ml HEM-DOPE) + 1 ml PBS
e 1 ml HEM + 1 ml suspenze B16-F10

e 1 mlHEM + 1 ml PBS

Uvedené suspenze bunck B16-F10 byly ptipraveny o 3 rtiznych koncentracich:
e 5000 bunek / ml PBS

e 50000 bun¢k / ml PBS

e 500 000 bun¢k / ml PBS

Ptipravené¢ vzorky byly inkubovéany 1 hodinu pti 37°C. Nésledné byly stoceny 2 min.,
4°C, 1800 RPM (centrifuga Universal 32R, rotor S0052) Byly odebrany supernatanty,
jejichz absorbance byla nasledné zméfena pii 500 nm na spektrofotometru Pye Unicam Sp

1800.

28



3.11.2 Detekce pomoci bovinniho sérového albuminu (BSA)

Byly pfipraveny tyto roztoky: 2*¥10™ mol/l BSA, 5*10° mol/l BAM a 5*10° mol/l
DOPE. Nasledovala konjugace téchto roztokti v molarnim poméru 1:1. 5 ml roztoku BSA
bylo smichano s 0,2 ml roztoku BAM nebo DOPE. Roztok BSA byl také dofedén: k 5 ml
roztoku BSA bylo pfidano 0,2 ml PBS. Pii ptipravé roztoki BAM a DOPE byly latky
rozpustény v malém mnozstvi DMSO, poté byl ptfidin PBS do pozadovaného mnozstvi.
Konjugace probihala 2 hodiny pfi laboratorni teploté. Poté byly konjugaty 1 samotny BSA
20x zfedény roztokem PBS. Bunky B16-F10 byly sklizeny, promyty v 50 ml RPMI
a stoceny (10 min., 1000 g, 4 °C). Po ptfidani RPMI byly bunky spocitany a nasazeny do
desky.

Na 24-jamkové desce byly vzdy v triplikatech pfipraveny nasledujici vzorky. (Pozn.:
BSA-BAM - konjugat BSA a BAM):

e 1 ml BSA-BAM (nebo 1 ml BSA-DOPE) + 1 ml suspenze B16-F10
e 1 ml BSA-BAM (nebo 1 ml BSA-DOPE) + 1 ml PBS
e 1 mlBSA + 1 ml suspenze B16-F10

e 1 mlBSA +1mlPBS

Uvedené suspenze bunék B16-F10 byly ptipraveny o 2 rtiznych koncentracich:
e 20000 bun¢k / ml PBS
e 100 000 bun¢k / ml PBS

Vsechny vzorky byly poté inkubovéany 1 hodinu pti 37°C. Néasledné¢ byly stoceny 2 min.,
4°C, 1800 RPM (centrifuga Universal 32R, rotor S0052). Byly odebrany supernatanty

a pomoci Bradford assay byla zjisténa koncentrace proteinil v jednotlivych vzorcich.
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3.11.3 Detekce pomoci B-phycoerytrinu (PE)

Byl piipraven roztok B-phycoerytrinu o koncentraci 5*10° mol/l. Dale byly
pripraveny roztoky BAM a DOPE o koncentraci 1.12*10"" mol/l, pfi jejichZ ptipravé byly
latky rozpuStény v malém mnozstvi DMSO, poté byl pfidin PBS do pozadovaného
mnozstvi. Nasledovala konjugace roztokit v molarnim poméru 1:1. Bylo smichano 450 pl
B-phycoerythrinu a 20 pl BAM nebo DOPE, konjugace probihala 40 minut ve tmé. Roztok
B-phycoerythrinu byl také dotedén: ke 450 pl B-phycoerythrinu bylo ptfidano 20 pl PBS.
Dale byly sklizeny buiiky B16-F10, promyty v 50 ml RPMI a stoceny (10 min., 1000 g,
4 °C). Po ptidani RPMI byly buriky spocitany a nasazeny do desky v objemu 150 pl.

Na 24-jamkové desce byly vzdy v triplikatech pfipraveny nasledujici vzorky. (Pozn.:
PE-BAM - konjugat B-phycoerythrinu a BAM):

e 150 ul PE-BAM (nebo 150 pul B-PE-DOPE) + 150 ul suspenze B16-F10 (100 000
bb.)

e 150 ul PE-BAM (nebo 150 pl B-PE-DOPE) + 150 pul PBS
e 150 ul PE + 150 pl suspenze B16-F10 (100 000 bb.)

e 150 ul B-PE + 150 pul PBS

Pomoci dvojkového fedéni byly pfipraveny 3 koncentrace konjugati a PE. VsSechny
vzorky byly poté inkubovany 1 hodinu pti 37°C. Nasledné byly sto¢eny 2 min., 4°C, 1800
RPM (centrifuga Universal 32R, rotor S0052) a byly odebrany supernatanty. Veskera prace
s B-phycoerythrinem probihala za minimalniho osvétleni. Intenzita fluorescence
jednotlivych vzorkt byla métfena v Cerné desce (Corning 96 Flat Black) pfi 545 nm na

spektrofotometru Infinite M200.

3.11.4 Statisticka analyza dat

Statisticka analyza byla provedena s pouzitim oboustranného Studentova t-testu.
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4. Vysledky

4.1 Instalace avidinu na nadorové bunky pomoci virového vektoru
4.1.1 Priprava virového vektoru

Z bakterii E. coli byla vyizolovana DNA (pAspATIG2 a pVSV-G), ktera byla nasledné
pouzita pii transfekci pakazovacich bun¢k GP 293. Druhy, tfeti a ¢tvrty den po transfekci
probéhl sbér média svirovym vektorem. Virovd suspenze byla zakoncentrovana
ultracentrifugaci. Buniky ptaci linie DF-1 po infekci vykazovaly expresi kontrolniho genu:

GFP (Obr. 8). Titraci (Obr. 9) byla zjisténa koncentrace virové suspenze.

Obr. 8: Buiiky linie DF-1 po infekci. V levé €asti jsou zachyceny zelen¢ svitici buniky (A, C)
exprimujici GFP kodovany virovym vektorem; prava ¢ast fotografie dopliiuje odpovidajici

transmisni obraz (B, D). ZvétSeni: 40x.
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Obr. 9: Graf zobrazuje procentudlni zastoupeni GFP pozitivnich bunék po infekci. Dle
nasledujiciho grafu (1.8*10° bun&k infikovano 0.5 ul virové suspenze) vychazi titr cca

7*10° IFU/ml.

4.1.2 Mikroskopické ovéreni vazby biotinu

Detekce biotinu vazaného na exprimovany avidin probihala pomoci protilatky proti
biotinu zna¢enou Texas Red (Obr. 10). Z fotografii je zfejmé, Ze detekce nebyla uspésna,
proto byla provedena totozna detekce na fixovanych a permeabilizovanych bunkéach
(Obr. 11). Cilem bylo ovéfit, zda se avidin neexprimuje uvniti buiikky. Bohuzel protilatka se
nespecificky vazala i na cytoplazmu neinfikovanych bunék. Déle byla testovana protilatka
proti biotinu zna¢end TRITC, kterd ma ptiznivéjsi excitani spektrum pro dostupny filtr

(Obr. 12). Ani v tomto piipad¢ se nepodafilo prokazat expresi avidinu. Bunky vykazovaly

silné pozadi ve spektru GFP, z tohoto diivodu bylo obtizné detekovat infikované bunky.

Po neusp&$ném pokusu s prvnim virem pfipravil dr. Senigl (UMG Praha) virovy vektor
odvozeny od lentiviru. Pro detekci biotinu byla pouzita protilatka proti biotinu znacena
Texas Red i TRITC (Obr. 13). Ze snimkl neni patrny rozdil ve vazbé protilatky

u infikovanych a neinfikovanych bunék.
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Obr. 10: Detekce vazby biotinu na exprimovany avidin pomoci protilatky proti biotinu
znacenou Texas Red; A, B, C - Infikované buiiky po inkubaci s biotinem a protilatkou proti
biotinu znacenou Texas Red; D, E, F — neznacené infikované buiiky; G, H, I — neinfikované
bunikky po inkubaci s biotinem a protilatkou proti biotinu znacenou Texas Red; J, K, L —
neznacené neinfikované bunky; fotografie vlevo jsou foceny s excitacnim filtrem pro detekci

GFP, fotografie uprostied jsou foceny s filtrem pro detekci Texas Red. ZvétSeni: 20x.
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Obr. 11: Detekce vazby biotinu na exprimovany avidin pomoci protilatky proti biotinu
znacenou Texas Red, detekce probihala na fixovanych bunkach; A, B, C — fixované
infikované buiiky po inkubaci s biotinem a protilatkou proti biotinu znacenou Texas Red; D,
E, F — fixované neznaCené infikované bunky; G, H, I — fixované neinfikované buiky po
inkubaci s biotinem a protildtkou proti biotinu znaenou Texas Red; J, K, L — fixované
neznacené neinfikované buiiky; fotografie vlevo jsou foceny s excitacnim filtrem pro detekci

GFP, fotografie uprostied jsou foceny s filtrem pro detekci Texas Red. ZvétSeni: 10x.
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Obr. 12: Detekce vazby biotinu na exprimovany avidin pomoci protilatky proti biotinu
znaCenou Texas Red; A, B, C - Infikované buiiky po inkubaci s biotinem a protilatkou proti
biotinu zna¢enou TRITC; G, H, I — neinfikované bunky po inkubaci s biotinem a protilatkou
proti biotinu zna¢enou TRITC; fotografie vlevo jsou foceny s excitacnim filtrem pro detekci

GFP, fotografie uprostied jsou foceny s filtrem pro detekci TRITC. Zvétseni: 20x.

Obr. 13: Detekce vazby biotinu na exprimovany avidin u virového vektoru odvozeného od
lentiviru; A, B - Infikované buiikky po inkubaci s biotinem a protilatkou proti biotinu
znacenou Texas Red; C, D — Infikované bunky po inkubaci s biotinem a protilatkou proti
biotinu znacenou TRITC; E, F — neznacené infikované bunky; horni snimky jsou foceny

s filtrem pro detekci TRITC a Texas Red. Zvétseni: 40x.
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4.2 Ovéreni vazby BAM a DOPE na nadorové bunky

4.2.1 Detekce pomoci hemoglobinu

Byl piipraven 10* mol/l roztok hemoglobinu v PBS. Absorpéni spektrum
hemoglobinu bylo zméfeno na spektrofotometru Pye Unicam Sp 1800 v rozmezi vinovych
délek 420-700 nm (Obr. 14). Pro méfeni absorbance vzorkl byla vybrana vinova délka 500

nm.

| l l l l l l 1 | 1 1 | i | ;

420 460 500 540 580 620 660 700

nm nm nm nm nm nm nm nm

Obr. 14: Absorpéni spektrum hemoglobinu.

Déle byla zméfena absorbance piipravenych vzorki pfi 500 nm (Tab. 3).
Z vypoctenych hodnot primérné absorbance a smérodatné odchylky (Obr. 15) je zifejmé, ze
tento systém neni vhodny pro detekci vazby BAM a DOPE na nadorové buiiky, zmény

absorbance jsou malé a ¢asto nelogické a na druhou stranu rozptyl hodnot je prilis velky.

36



Tab. 3: Primérnd absorbance supernatanti po interakci s bunkami, aplikovand latka
a mnozstvi bunék ve vzorku. Pivodni koncentrace latek aplikovanych na buiniky byla

2*10-5 mol/l.

latka absorbance supernatantu (pri 500 nm)
05000 bb 50000 bb | 500000 bb

BAM-HEM 0,5300 0,5100 0,5067 0,5367

HEM 0,5233 0,5300 0,5067 0,5333

Absorbance supernatanti po interakci s bunkami
0,56 -
0,54 -
0,52 -
9 mO
&
£ 05 5000 bb
v
2 50000 bb
0,48 - 500000 bb
0,46 -
0,44 -
BAM-HEM DOPE-HEM

Obr. 15: Primérna absorbance supernatanti se smérodatnymi odchylkami. Ze zobrazenych
smérodatnych odchylek je patrny rozptyl naméfenych hodnot. Tento systém je nepiesny,

a tedy neni vhodny pro detekci vazby BAM a DOPE.

4.2.2 Detekce pomoci bovinniho sérového albuminu

U vzorkili byla namétena absorbance, Dean-Dixonovym testem byly vyfazeny odlehlé
hodnoty, zbyvajici hodnoty byly zpriimérovany a pomoci kalibracni kfivky byla dopocitana
koncentrace BSA v jednotlivych vzorcich (Tab. 4). Ze smérodatnych odchylek koncentraci
supernatantll je zjevny rozptyl zjisténych hodnot (Obr. 16). Systém detekce vazby BAM

a DOPE pomoci bovinniho sérového albuminu je pro svou nepfesnost nevhodny.
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Tab. 4: Primérna koncentrace BSA v supernatantech po interakci s buitkami, typ aplikované
latky a mnozstvi bun€k ve vzorku. Piivodni koncentrace latek aplikovanych na bunky byla

5*10° mol/l (tedy 330 pg/ml).

latka koncentrace (ug/ml)

0 bb 20.000 bb |100.000 bb
BAM-BSA 461,9167 | 436,9167 403,5833
BSA 433,1667 | 420,6667 470,2500

Koncentrace BSA v supernatantech

600,0000

500,0000
E
) 400,0000
= mObb
$ 300,0000
£ 20.000 bb
c
£ 200,0000 1100.000 bb
S

100,0000

0,0000
BAM-BSA DOPE-BSA

Obr. 16: Primérna koncentrace supernatanti se smérodatnymi odchylkami. Ze zobrazenych

smérodatnych odchylek je patrny rozptyl namétenych hodnot.

4.2.3 Detekce pomoci B-phycoerythrinu

Byla zjiStovana statistickd vyznamnost vazby PE prostiednictvim BAM a DOPE na
buiikky (Obr. 17-18). K vyznamné¢jSim poklesim intenzity fluorescence po interakci
s buitkami doslo u obou konjugati, BAM-PE i DOPE-PE. To znamend, ze BAM 1 DOPE
velmi dobfe PE na nadorové buniky vazaly. Z Obr. 19, ktery ukazoval nespecifickou vazbu
PE na nadorové buiiky, vyplyva, Ze navazané mnozstvi PE (pokles fluorescence) bylo nizsi
nez pii pouziti kotveni BAM, resp. DOPE a statistickd vyznamnost nespecifického kotveni

byla rovnéz nizsi.
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Pomoci kalibracni kiivky byla dopocitana koncentrace jednotlivych vzorki a latkové
mnozstvi navazané na bunkdch (Tab. 5). Nakonec bylo dopocitano navazané latkové
mnozstvi na jedné buiice (Tab. 6). Pti vysSich koncentracich se ukazuje, ze BAM 1 DOPE
maji stejnou vazebnou schopnost. V piipadé nizSich vazanych koncentraci je vhodné&jsi

pouzit BAM.

20000 - -
Intenzita fluorescence BAM-PE
18000 -
*

16000 *
¢ 14000 z
=1
1]
5 12000 -
] m samotny
é 10000 - %
" po interakci s burikami
‘N 8000 -
=1
2 " .
£ 6000 -

*
4000
2000
0 — [ —
c=2,5 nmol/I ¢=1,25 nmol/I ¢=0,625 nmol/I

Obr. 17: Statistickd vyznamnost poklesu intenzity fluorescence BAM-PE po interakci
s bunkami pii riznych koncentracich. U vSech koncentraci dochazi k vyznamnému poklesu:

P<0,01 (**).
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20000
18000
16000
14000
12000
10000
8000
6000
4000
2000

Inztenzita fluorescence

Intenzita fluorescence DOPE-PE

msamotny

po interakci s burikami

*

*

I »

c=2,5 nmol/I

¢=1,25 nmol/I ¢=0,625 nmol/I

Obr. 18: Statisticka vyznamnost poklesu intenzity fluorescence DOPE-PE po interakci

s  bunkami

pri

riznych

koncentracich. Vyznamny rozdil je u koncentrace

2,5 nmol/l - P<0,01 (**) a u koncentrace 0,625 nmol/l — P<0,005 (**%*).

18000
16000
14000
12000
10000
8000
6000
4000
2000

Intenzita fluorescence

Intenzita fluorescence PE

I
m samotny
po interakci s bufikami
I

*

==
I I 1

c=2,5 nmol/I ¢=1,25 nmol/I ¢=0,625 nmol/I

Obr. 19: Statistickd vyznamnost poklesu intenzity fluorescence PE po interakci s buitkami

pii riznych koncentracich. Vyznamny rozdil je u koncentraci 2,5 nmol/l a 0,625 nmol/l —

P<0,05 (*).
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Tab. 5: Koncentrace latek v supernatantech po interakci s buitkami a latkové mnozstvi

vazané na bunky.

koncentrace pokles koncentrace latkové mnozstvi
pouzité latky koncentrace latky v supernatantu latky po interakci navazané na 100 000
(nmol/l) (nmol/l) s burikami (nmol/l) bunék (fmol)
BAM-PE samotna latka | po interakci s burikami
2,5000 2,1930 1,8435 0,3495 104,8404
1,2500 1,0328 0,8782 0,1545 46,3599
0,6250 0,5215 0,4285 0,0930 27,9103
DOPE-PE samotna latka | po interakci s burikami
2,5000 2,2589 1,8796 0,3793 113,8031
1,2500 1,0345 0,9233 0,1112 33,3547
0,6250 0,5144 0,4511 0,0633 18,9868

Tab. 6: Latkové mnozstvi jednotlivych latek navazané na buniky a pocet molekul vazanych

na jednu bunku.
koncentrace pouzité | specificky navazané latkové mnozstvi | specificky navazany pocet
latky (nmol/l) (fmol) molekul na buriku
BAM-PE na 100 000 bunék | na 1 buriku
2,5000 56,1612 5,6161x104 338210,7095
1,2500 24,9882 | 2,4988x1 0* 150482,4835
0,6250 11,4393 | 1,1439x1 0* 68889,0866
DOPE-PE na 100 000 bunék | na 1 buriku
2,5000 65,1240 | 6,5124x1 0* 392185,7107
1,2500 11,9831 | 1,1983x1 0* 72163,7490
0,6250 2,5159 | 2,5159x1 0° 15150,8363
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5. Diskuze

Hlavnim cilem této prace byla studie moznosti kotveni agonistli fagocytarnich
receptorl na nadorové buiiky za ucelem nasmérovani fagocytarnich slozek vrozené imunity
k ataku nadorovych bunék. Protinadorové piisobeni aktivace vrozené imunity je sledovano
jiz delsi dobu a spociva predevsim v pouziti ligandii signdlnich Toll-like receptort. Velké
mnozstvi praci je zaloZeno na pouziti syntetickych ligandi TLR (Kanzler a kol., 2007).
Bohuzel se stale Castéji ukazuje, Ze pouhd aktivace signalnich receptord, at’ systémova nebo
nador specifickd, zdaleka nestaci a pouziti téchto ligandl v nadorové terapii dovedené na
uroven klinickych zkousek ztroskotalo (Guha, 2012).

Rozhodli jsme se proto zaméfit na ligandy fagocytarnich receptorti s tim, ze jsme
zjistili, ze sice funguji, ale ucinnost terapie je znatné podpotena, kdyz pouzijeme kombinaci
signalnich a fagocytarnich ligand. Signalni ligandy zpiisobi infiltraci bun¢k vrozené
imunity, fagocytarni navazané na nadorové bunky pak ur¢i smér ataku (Auerova, 2012;
Bruzlova, 2012; Cunatova, 2012; Kumzakova, 2012). Dosavadni piistup, prestoze je velmi
ucinny, vSak pfindsi jista Gskali. V ptfipadé¢, Ze nedojde k uplnému vyléceni mysi, je dalsi
1é¢ba limitovana ptitomnosti imunitnich bunék v prosttedi tumoru. Doposud pouZzivané latky
se totiz nevazou specificky na nadorové buiky, mohou tedy poskozovat i pfitomné buiky
imunitniho systému. Dals§i nevyhodou dosud uzivanych postupi je nutnost aplikace
fagocytarnich motivii do nadoru. Re$enim by mohlo byt vyuziti vir, které ¢asto vykazuji
vysokou specificitu k nadorovym buitkam.

Onkolytické viry zadanou specificitu poskytuji. Preferencné¢ se v nadorovych
bunkach replikuje napiiklad New castle disease virus (Reichard a kol, 1992). DalSim
vhodnym virem by mohl byt herpes simplex virus. Dle klinickych studii je stejné jako New
castle disease virus lidmi dobfe tolerovan (Chiocca, 2002).

Ukotveni ligandli fagocytarnich receptort pomoci virovych vektorii je mozno
dosahnout nékolika zptisoby. Jednou z moznosti je vyuzit virové vektory jako nosice gent
pro samotné agonisty receptorii. Timto se ve svych studiich zabyval zminény Tosch a kol.
(2008), ktery dosahl exprese flagellinu na nadorovych buiikéch.

Nevyhodou ptfedchoziho systému je jeho nizkd variabilita. Proto bylo tfeba pfijit se
strategii, kterd umozni agonisty fagocytarnich receptorit ménit dle potteby. Tohoto cile jsme
se snazili dosdhnout vyuzitim obrovské afinity biotinu k avidinu. Nejprve bychom pomoci
virového vektoru nesouciho gen pro avidin a transmembranovy protein butyrofilin dosahli

exprese avidinu na membran¢ nadorovych bunék. Nasledné¢ bychom biotinylovali rtizné
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agonisty  fagocytarnich receptori  (derivaty beta glukand, manosy, mananu,
formylmethioninové motivy) a jiz zminéna afinita by méla zajistit jejich navazani na avidin
kotveny v membranach nadorovych bun¢k.

Ve spolupraci s dr. Filipem Seniglem (Ustav molekularni genetiky, AVCR) byl
pfipraven virovy vektor odvozeny od viru vezikularni stomatitidy (VSV) nesouci gen pro
fazni protein avidintbutyrofilin. Virovy vektor dale nesl gen pro expresi proteinu EGFP,
ktery mél slouzit jako marker infekce. Po infikovani melanomovych bunék ptipravenym
vektorem se vSak nepodafilo prokdzat expresi avidinu a naslednou vazbu biotinu. Po
navazani biotinu na infikované bunky a nésledné protilatky proti biotinu s fluorescencni
znackou vykazovaly bunky spiSe nespecifickou fluorescenci. Navic melanomové builky
vykazovaly vysoké pozadi ve spektru GFP, bylo tedy prakticky nemozné v mikroskopu
odlisit infikované bunky od neinfikovanych.

Z tohoto divodu byl ptipraven druhy virovy vektor odvozeny od lentiviru s novym
infekénim markerem — expresni kazetou pro puromycin. Pfestoze jsme byli schopni
selektovat infikované bunky, opét se nepodafilo prokdzat expresi avidinu.

Neuspéch piedchozich pokusiti mohl mit mnoho pfi¢in. Pro optimdlni afinitu avidinu
k biotinu je potieba, aby avidin vytvofil tetramer (Wilchek a kol, 2006). Bohuzel nevime,
zda exprimovany protein tetramer skute¢né tvoii. Dale je mozné, Ze se avidin exprimoval
uvnitt builky misto na membrané. Tuto moznost jsme ale z divodu nespecifické vazby
protilatky na cytoplazmu naddorovych bun¢k nebyli schopni provéfit.

Walkerovi a kol. (1996) se podafilo nainstalovat avidin na dvé nadorové bunécné
linie. Je ovSem obtizné provést srovnani s touto praci, jelikoz ve zminéné studii pouZzivali
jinou bunécnou linii (C/16) a rovnéz jiny systém virového vektoru.

Metody kvantifikace vazby BAM a DOPE byly zavadény znckolika divoda.
Pfinosem je jiz predstava, jaké mnozstvi BAM a DOPE se vaze na bunky. Dale bylo potieba
vytvofit metodiku, kterd umozni testovat vazebné schopnosti BAM a DOPE a zaroven
dalsich systémil, jako napfiklad kovalentni vazbu pomoci SMCC nebo interakce
specifickych peptidii. Metodika bude dale vyuzita pfi testovani Casové a kompeticni stability
vazby. Pro detekci vazby BAM a DOPE byly testovany tfi systémy: detekce pomoci
hemoglobinu, bovinniho sérového albuminu a B-phycoerythrinu.

Detekce pomoci hemoglobinu neni vhodna pro tcel kvantifikace vazby z diivodu
velkého rozptylu naméfenych hodnot. Ten by mohl byt zptisoben nerovnomérnou oxidaci

hemoglobinu na oxyhemoglobin. Absorp¢ni spektra jednotlivych forem se totiz lisi.
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Bovinni sérovy albumin se jako marker vazby také jevi jako problematicky, rovnéz
vykazuje velky rozptyl hodnot. Divodem je piedpokladané uvoliiovani proteinti buitkami po
interakci s latkami BAM a DOPE. Piestoze detekce piipadného uvoliiovani proteint
bunikami byla zajiSténa kontrolou (supernatanty po interakci PBS s buiikami), je mozné, Ze
uvoliovani bilkovin bylo vyvolano az vazbou BAM a DOPE.

Metoda studujici vazbu pomoci B-phycoerythrinu vykazovala maly rozptyl

24
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pracovat s fluorescencnim markerem pii minimalnim osvétleni, jevi se jako nejspolehlivéjsi.

K vyznamnému poklesu intenzity fluorescence po interakci s buiikami dosSlo u obou
konjugati (BAM-PE a DOPE-PE). Tento pokles byl vyrazné vétsi nez zména intenzity
fluorescence samotného phycoeryhtrinu po aplikaci na buiiky.

Z vypoc¢tu mnozstvi vazanych molekul vyplynulo, ze pii vysSich koncentracich je
intenzita vazby pomoci BAM a DOPE srovnatelnd, u nizsich koncentraci je vhodnéjsi BAM.
DOPE se na membranu bun¢k vaze pomoci dvou olejovych kyselin, zatimco BAM pouze
pomoci jedné (Obr. 20, 21). Dalo by se tedy ocekavat, ze DOPE bude pro kotveni molekul
vyrazn¢ lepsi. Zda se, ze behem kratké inkubace se rozdily tolik neprojevi, rozdily lze
ocekavat az pii méfeni stability kotveni. Kato a kol. (2004) uvadi, ze zatimco BAM se kotvi
cca | hodinu, u DOPE lze pocitat s 8 hodinami. My jsme se zaméfili na kvantifikaci
interakce a metodiku jejiho méfeni, stabilita interakce a vztah k terapeutické ti¢innosti vazby

daného ligandu bude naplni dal$iho studia.

I"'\-\. Dleyl-0-PEG-X = BAM

Oleyl group | n
PEG chain X:Reactive group
Obr. 20: Struktura BAM (Biocompatible Anchor for cell Membrane); pievzato

z www.nofeurope.com (12. 12. 2012) a upraveno.
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Obr. 21: Struktura DOPE (N-(Succinimidyloxy-glutaryl)-L-a-phosphatidylethanolamine,
Dioleyl); ptevzato z nofamerica.net (12. 12. 2012).
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6. Zavér

»  Ani jeden z pripravenych virovych vektori neumoznil prilkaznou expresi avidinu na

nadorovych bunkach B16-F10.

»  Byla optimalizovana metoda kvantifikace vazby BAM a DOPE.

» Byl zjistén pocet molekul BAM a DOPE vazajicich se za konkrétnich podminek na
bunky B16-F10.
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