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1 Uvod

1.1 Nadorova onemocnéni

Nadorové onemocnéni je soubor vice nez 100 riznorodych chorob charakterizovanych
nekontrolovatelnym a neobvyklym ristem bun¢k. Mnozinu takto vzniklych bun¢k nazyvame
nador, délime ho na benigni a maligni. Benigni nadory jsou ohraniené, nezakladaji
metastazy a utlacuji okolni tkan€. Maligni naddory rostou rychleji, tvofi metastazy, prorustaji
do okolni tkdn€ a jsou neohrani¢ené. Metastazy jsou blizka (napt. ve spadovych miznich
uzlinach) ¢i vzdalend (v rtiznych orgénech téla) loziska Sifici se od zdroje krevni ¢i mizni
cestou. Proces vzniku metastdz nazyvame generalizace nadoru a predstavuje mnohdy vétsi
riziko, nez nador samotny.

V roce 2012 nadorova onemocnéni zpusobila 8,2 milionti umrti na celém svété (Globocan
2012). V poslednich letech jsme zaznamenali vyrazny pokrok v diagndze i 1é¢bé nadorovych
onemocnéni. Pfesto moderni chemoterapie a radioterapie neni mnohdy U¢inna. Moznou
toxicitu a mnoho vedlejsich u¢inkti mizeme piisuzovat nizké specifité této 1écby. Proto je
dalezité hledat 1éCbu co nejpiesnéji cilenou na nddorové bunky a vyhnout se tak nezddoucim

ucinkiim. Touto problematikou se zabyva imunoterapie, ¢i cilend chemoterapie.

1.2 Melanom

Melanom je oznaceni pro maligni nadorové onemocnéni pigmentovych bunék-
melanocytd. Melanocyty jsou buiiky neuroektodermu a vyskytuji se napt. v pokozce, oku
a vlasovych folikulech. Produkuji pigment melanin, ktery chrani buiky ptedevSim pied
ultrafialovym zafenim, které poskozuje DNA. MnoZstvi pigmentu v pokoZzce udava barvu
ktze a lisi se jak mezi rasami, tak i u lidi v rdmci jedné rasy. Nejcastéjsi vyskyt melanomu je
pozorovan u jedinct s nizkym mnozstvim melaninu — u blondynt a albing.

Melanom mitize vznikat z benignich pigmentovych névi (hnédocerné ploché
bradavi¢naté itvary) nebo nezavisle na nich (Swerdlow a kol. 1986).

Melanom mtzeme klasifikovat napft. dle stadia, lokalizace a vyskytu metastaz.



1.21 Melanom B16-F10

Buné¢na linie B16-F10 je jednou z experimentalné nejpouzivanéjSich nadorovych
linii. Byla odvozena od melanomu inbredniho kmene laboratornich mysi C57BL/6. Tyto
nadorové bunky pfi kultivaci adheruji na povrch nadoby. Aplikuji se subkutdlné a v misté
injikace se objevi nador, ktery metastazuje predev§im do plic (Fidler 1975, Overwijk
a Restifo 2001).

1.3 Lécba nadorovych onemocnéni

V soucasné¢ dob¢ prodélava terapie a hlavné diagnostika nadorovych onemocnéni
obrovsky pokrok, nejcastéji se vSak porad vyuziva chirurgické odstranéni néadoru,
radioterapie a chemoterapie, popiipadé jejich kombinace.

Chirurgické odstranéni nédoru je nejstarSim a nejjednodussim Ié€ebnym postupem.
Vyhoda spocivé v rychlém odstranéni priméarniho nddoru. Nevyhodou mize byt pro chirurga
Spatné dostupna lokalizace nadoru a fakt, ze nddor jiz mohl metastazovat. Metastazy byvaji

Radioterapie vyuziva ioniza¢niho zéfeni. Proud elektronti, protont ¢i fotonll je mifen
na nador, ale mize dochédzet i k poskozovani okolni tkané. Radioterapie se kombinuje
S chirurgickym odstranénim, kdy redukuje nddorovou masu pied chirurgickym zakrokem ¢i
brani nasledné recidivé nadoru, 1 s chemoterapii. Nevyhodou je poskozovéni okolni zdravé
tkang, které muze v budoucnosti vyustit ve vznik sekundarniho zhoubného nadoru (Richie
2006).

Chemoterapie vyuziva takzvanych cytostatik. Jsou to latky plisobici antiprolifera¢né.
Zabranuji déleni rychle se mnoZicich bunék-nadorovych 1 zdravych, coz ma za nasledek
vedlejsi Gcinky jako napf. vypadavani vlasl, poSkozeni gastrointestinalniho traktu a naruSeni
krvetvorby.

Dalsi moznosti je imunoterapie, coz je typ 1écby, ktery k boji nadorovymi bunkami
vyuzivd funkce imunitniho systému pacienta. Pomdha imunitnim bunkdm zneSkodnit

nadorové buiiky, nebo vyuziva imunitnich mechanismii k cilené distribuci 1é¢iva k nadoru.



1.4 Nadorova onemocnéni a imunitni systém

Funkci imunitniho systému je rozpoznavat vlastni tkané a wudrzovat k nim
autotoleranci, rozpoznat a chranit organismus pied mikroorganismy a jejich produkty
arozpoznat vlastni poskozené, staré nebo zmutované bunky a odstranit je (Krejsek
a Kopecky 2004).

Imunitu mazeme d¢lit na nespecifickou a specifickou, tyto dvé hlavni slozky spolu

tésn¢ spolupracuji (Krejsek a Kopecky 2004).

1.4.1 Nespecificka (vrozena) imunita

Nespecifickd imunita je starsi a vyskytuje se u vSech mnohobunécnych organismu
(Medzhitov a Janeway 1997). Zahrnuje bunééné, humoralni a bariérové obranné
mechanismy.

Anatomické a fyziologické bariéry hraji zdsadni roli pii prvotni obrané proti
patogeniim. Mezi tyto bariéry fadime neporuSeny povrch kize, kyselé pH Zaludku, pohyb
fasinek v dychacim traktu, produkce bakteriolytického lysozymu v slzach, slinach a dalSich
sekretech.

Humoralni slozky nespecifické imunity =zastupuje komplementovy systém,
lipopolysacharid-vazajici protein, C-reaktivni protein, antimikrobialni peptidy a mandsu-
vazajici lektin (Turvey a Broide 2010).

Do bunécné nespecifické imunity fadime dendritické buiiky, monocyty/makrofagy,
granulocyty a pfirozené zabijeCe (NK burky). Tyto buiky jsou, diky svym receptorim
(pattern-recognition receptors (PRRS)), schopny rozpoznat struktury nachazejici se na
patogenech. Tyto konzervativni struktury oznacujeme jako pathogen associated molecular
patterns (PAMPS) (Medzhitov a Janeway 1997). Rozpoznani patogenu ma za nasledek jeho
fagocytozu, aktivaci komplementové kaskady a prezentaci antigenu pro buiiky specifické

imunity (Medzhitov a Janeway 1997).

1.4.2 Specificka (ziskand) imunita

Specificka imunita je evoluéné mladsi nez nespecifickd. Na rozdil od nespecifickych
receptorti vrozené imunity, které jsou pevné zakodovany v genetické informaci, vyuziva
receptory vznikajici rekombinaci celé fady genovych segmentli. Vznikd obrovské mnozstvi
ruznych receptorit schopnych velmi pfesné rozpoznavat specifické antigeny. Hlavnimi
efektorovymi bunkami jsou B-lymfocyty a T-lymfocyty.

B-lymfocyty vznikaji 1 dozravaji v kostni dfeni. Po setkani s ptthodnym antigenem
se, za pomoci cytokinti a interferonu gama produkovanych Th lymfocyty, rozriiziiuji na dvé
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populace: buiiky plasmatické a pamétové. Plasmatické buiiky produkuji protilatky véazajici
se na tentyz antigen. Protilatky mohou antigen neutralizovat, opsonizovat (zvyraznit pro
fagocytujici bunky) nebo zahgjit komplementovou kaskddu, ptipadné iniciovat ADCC
(Antibody Dependent Cell Cytotoxicicity). Pamét'ové butiky jsou soucasti tzv. imunologické
paméti. Pretrvavaji v organismu a Vv piipad¢ opakovaného setkani s antigenem urychluji
sekundarni imunitni odpovéd’ (Bonilla a Oettgen 2010).

T-lymfocyty vznikaji v kostni dieni. Dozravaji v brzliku, kde dochazi téz k selekci.
Na rozdil od B-lymfocyti, které rozpoznavaji antigen ptimo svym receptorem, T-lymfocyty
rozpoznavaji antigeny v komplexu shlavnim histokompatibilnim komplexem (MHC).
Rozpoznani antigenu vede k proliferaci a diferenciaci na efektorové a pamétové bunky.
T-lymfocyty délime na dvé zakladni subpopulace: (1) Cytotoxické T-lymfocyty (Tc) CD8+
rozpoznavaji antigen ve spojeni s MHC I (glykoproteiny na vSech jadernach bunkach) a za
pomoci cytokind, produkovanych druhou subpopulaci lymfocytl, se diferencuji na
aktivované cytotoxické T-lymfocyty (CTL). CTL likviduji transplantované, virem napadené
nebo nadorové buiky. (2) Pomocné lymfocyty (Th) CD4+ rozpoznavaji antigen ve spojeni
SMHC II a produkuji cytokiny. MHC II jsou glykoproteiny exprimované na antigen
presentujicich bunikach (APC). Mezi APC ftadime makrofagy, dendritické buiky
a B-lymfocyty (Bonilla a Oettgen 2010).

Specifickou imunitni odpovéd” mlZeme taktéz dé€lit na bunéénou a humordlni.
Bunécénou zastituji T-lymfocyty, humoralni odpovéd’ =zajistuji protilatky produkované

plasmatickymi buiikami.

1.5 Nadorovy unik imunitnimu systému

Dendritické buiiky a makrofagy, diky prezentaci antigenu na MHC II, umoziuji
propojeni specifické a nespecifické imunity. Protilatky a cytokiny produkované bunikami
specifické imunity na druhou stranu ovliviiuji fagocyty nespecifické imunity. Vznika tak
dimyslny systém, ktery vSak vzdy nedokéaze zasahnout proti nadorovému bujeni. Nadorové
bunky si vytvofily fadu mechanismi, jak imunitnimu systému unikaji. Zde je uvedeno jen
nékolik ptikladi:

Nadorové bunky snizuji expresi MHC I (Ferrone a Marincola 1995), tim se vyhybaji
detekci Tc lymfocytti. Na druhou stranu, buitky bez MHC I jsou zabity NK. Nadorové buiiky
ale exprimuji MHC Ib (u lidi HLA-G), které atak NK dokazi odvratit (Algarra a kol. 2004,
Rouas-Freiss a kol. 2003).



Vysokou expresi Fas ligandu nadorové buniky spousti programovanou bunécnou smrt
(apoptdzu) infiltrujicich T-lymfocytd. Fas ligand je transmembranovy protein interagujici
s Fas receptorem. Ob¢ tyto struktury se bézné vyskytujici na membrané T-lymfocytd,
aslouzi k regulaci jejich poctu. Reakce Fas ligandu nadorové bunky s Fas receptorem
T-lymfocytu vyusti v apoptdézu T-lymfocytu. Nadorové bunky navic potlacuji expresi Fas
receptoru, a tak timto mechanismem unikaji ataku T-lymfocyty v této rovin¢ (O'Connell
2002).

Produkci tumor growth faktoru (TGF-B) nadorové buiiky mohou spustit diferenciaci
pomocnych Th lymfocyti na regulacni lymfocyty-Treg (Liu a kol. 2007). Regulacni
lymfocyty potlacuji funkci a proliferaci cytotoxickych lymfocytd (Piccirillo a Shevach
2001).Treg navic produkuji dalsi TGF-P a dochazi tak k autokrinni stimulaci (Groux a kol.
1997).

1.6 Imunoterapie nadori zaloZena na nespecifické imunité

Lécba pomoci nespecifické imunity je zaloZena na n€kolika mechanismech. Jednim
z nich je fagocytoza, kteréd je nasledkem rozpoznani pathogen associated molecular patterns
(PAMPs) prostiednictvim pattern recognition receptors (PRRs). Dal§im mechanismem je

cytotoxické plisobeni komplementu a indukce apoptozy.

1.6.1 Komplement (komplementovy systém)

Komplement fadime mezi humorélni slozky nespecifické imunity. Je to soubor
membranovych a sérovych protein,, které podléhaji kaskadovité reakci. Vysledny
proteinovy komplex je schopen perforovat membranu patogennich bakterii a zplsobit jejich
lyzu. Meziprodukty této reakce maji opsonizacni a chemotakticky uc¢inek. Opsonizace,
zpiisobend navazdnim molekuly komplementu na povrch patogenni buiiky, ¢ini tuto buiku
viditelnéjsi pro fagocyty, které ji zahubi. Jiné proteiny komplementu plisobi na fagocyty jako
chemoatraktanty. Fagocyty se, diky koncentraénimu spadu atraktant, pohybuji k mistu

vniknuti patogent (Krejsek a Kopecky 2004).



1.6.2 Fagocytoza

Fagocytdza je schopnost bun¢k pohlcovat a degradovat vnéjsi ¢astice. Je to starobyly
d¢j, ktery vyuzivaji napi. prvoci k ziskavani potravy. U vysSich organismi se vyvinula
skupina bun¢k schopnych fagocytézy-fagocyty. Zastupuji je granulocyty, dendritické bunky
a makrofagy. Tyto bunky slouzi k obrané¢ organismu, likviduji extracelularni patogeny
a vlastni poskozené buiky. Iniciace fagocytézy je zajiStovana detekci PAMPs nebo

opsonizaci patogenu protildtkami ¢i slozkami komplementu.

1.6.2.1 Pathogen associated molecular patterns (PAMPS)

Buiiky nespecifické imunity rozeznavaji molekuly patogennich mikroorganismu,
které souhrnné nazyvame pathogen associated molecular patterns. Jsou to konzervované
struktury vyskytujici se v bakteriich, virech, houbach. Piikladem PAMPs mulze byt
lipopolysacharid, flagelin, B-glukany, virové a bakterialni nukleové kyseliny (Dempsey
a kol. 2003).

Pivodné se predpokladalo, Zze tyto molekuly se vyskytuji jen v patogennich
mikroorganismech. Dnes vime, ze se vyskytuji téméf ve vSech mikroorganismech a postupné
se prechazi na oznaceni MAMPs - mikrobe associated molecular patterns (Mackey a McFall
2006).

Imunitni odpovéd’ nevyvolavaji jen PAMPs/MAMPs, ale 1 tzv. damage associated
molecular patterns (DAMPs). DAMPs jsou molekuly endogenniho ptivodu. Pti poSkozeni
burniky se dostavaji do mezibunééného prostoru. Piikladem jsou heat-shock proteins, ATP
a kyselina moc¢ova (Rubartelli a Lotze 2007).

PAMPs/MAMPs a DAMPs jsou rozpoznavany receptory bunck nespecifické
imunity (PRRs).

1.7 Pattern recognition receptors (PRRs)

PRRs jsou rozsdhlou skupinu receptorti, které jsou exprimovany na bunkach
nespecifické imunity. Rozpoznéavaji nejriznéjsi PAMPs a DAMPs. Mizeme je rozdélit na:
(1) sekretované (C-reaktivni protein, Lektin vazajici mandzu), (2) cytoplasmatické (NOD-
like receptory, RIG-like receptors, (3) membranové (Toll-like receptory, Manbézovy

receptor, Scavenger receptor, Formyl-peptidovy receptor) (Elfeil a kol. 2013).



1.7.1 Formyl-peptidové receptory (FPRs)

FPRs jsou membranové receptory pifevazné monocytl a neutrofild. Véazou
N-formylové peptidy (i nékteré neformylové peptidy). Tato vazba vyusti v migraci neutrofilti
k mistu zanétu (Schiffmann a kol. 1975). N-formyl peptidy:jsou produkovany pouze
bakteridlnimi builkami a mitochondriemi. Syntéza prokaryotického peptidu vzdy zacina
N-formyl-methiononem, lidského jen metioninem (Adams a Capecchi 1966). Proto jsou
FPRs dulezitym ndastrojem pii obrané¢ proti bakteridlni infekci a pi1 odstrafiovani

poskozenych bunék.

1.7.2 Lidské FPRs

FPR ma vysokou afinitu k fMLF (formyl-methionin-leucin-fenylalanin, Kd < 1nM)
a je aktivovan i pti velmi nizké koncentraci fMLF (Le a kol. 2002).

FPR-like 1 ma v porovnani s FPR nizs$i afinitu k fMLF (Durstin a kol. 1994). Je vSak
povazovan za promiskuitni receptor, protoze vaze Sirokou Skéalu ligandii napt: lipoxin A4
(Fiore a kol. 1994), sérum amyloid A (Wang a kol. 1999), F-peptid (Deng a kol. 1999).

FPR-like 2 se vyskytuje pouze na monocytech a nevaze fMLF (Durstin a kol. 1994).
Mize byt ale aktivovan ne-formylovymi agonisty jako napiiklad peptidem z Helicobacter
pylori —Hp(2-20), ktery se vSak silnéji vaze na FPR-like 1 (Betten a kol. 2001).

1.7.3 Mysi FPRs

Zatimco lidskd FPR genova rodina ma tfi ¢leny, ta mySi zahrnuje nejméné osm
ptibuznych gend (Tiffany a kol. 2011). Geny kodujici mys$i receptory mFprl, mFPR2
a mFpr-rs1 jsou podobné gentim pro lidské FPRs (Gao a kol. 1998).

mFprl vykazuje nizkou afinitu k fMLF. Naopak vysokou afinitu mé k tetrapeptidu
fMIFL (N-formyl-Met-Ile-Phe-Leu) izolovaného z Staphylococcus aureus a k pentapeptidu
fMIVIL (N-formyl-Met-lle-Val-lle-Leu) izolovaného z Listeria monocytogenes (Southgate
a kol. 2008).

mFpr2 sdili nékteré ligandy s lidskym FPR-like 1- napt. peptid ziskany z fagové
knihovny WKYMVm a lipoxin As. MFpr2 nereaguje na samotny fMLF. Ma ale afinitu
k delsim peptidim (navazou-li se na N-terminalni konec fMLF dalsi aminokyseliny) (He
a kol. 2013).

mFpr-rsl je receptorem pro lipoxin Ay Predchazejici dva receptory jsou
zabudovany v bunééné membrané a vazebné misto pro ligand smétuje ven z buiky. MFpr-
rs1 se vsak stejné jako FPR-like 2 se vyskytuje uvnitt buiky (He a kol. 2013).
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1.7.4 Vyuziti agonisti (ligandi) FPRs

Aktivace PPRs vyvola aktivaci signdlnich drah, které vedou ktfadé bunécnych
imunitnich odpovédi: Leukocyty migruji k mistu vniknuti patogenu (chemotaxe).Neutrofily
uvolnuji granula (degranulace), produkuji superoxidy, fagocytuji patogeny a produkuji
prozanétlivé cytokiny (Bae a kol. 2003, McDonald a kol. 1997). Makrofagy se podileji
vyrazné na produkci prozanétlivych cytokinl a chemokind, vedouci k bunééné infiltraci, tak
na likvidaci patogenti jejich fagocytézou a vnitrobunéénou likvidaci (Krejsek
a Kopecky 2004).

Tato prace se zabyva ukotvenim agonisty FPRs na povrch nadorové bunky. Takto
oznacena bunika se pro vrozenou c¢ast imunitnimu systému jevi jako nezadouci
mikroorganismus, ktery je tfeba odstranit.

Leukocyty nékterych jedinct maji ziejmé€ schopnost nddorové bunky rozpoznat
a zlikvidovat. Profesor Cui pozoroval spontanni regresi nadorti u mysi, kterym byl injikovan
sarkom S-180. Zabijeni nadorovych bunék bylo nezavislé na ziskané imunité (Cui
a kol. 2003). Tato schopnost byla vSak spojena s dosud neobjasnénou mutaci SR/CR. U lidi
byla schopnost bun¢k vrozené imunity rozpoznat a likvidovat nddorové bunky rovnéz

pozorovana, nedosahuje vSak vétsich rozméra (Blanks a kol. 2011, Riedlinger a kol. 2010).

1.8 Specificka imunoterapie nadorovych onemocnéni

Hlavnim cilem nadorové terapie je zneSkodnit nddorové buiky a zaroveil nepoSkodit
bunky zdravé. Pro dosaZeni specifické 1écby, je dilezité rozeznat rozdily mezi zdravymi
buitkami a butikami nddorovymi.

Jak jiz bylo zminéno, nadorové bunky unikaji imunitnimu systému. Pro dosazeni
ucinné terapie je tieba tyto mechanismy obejit. Jednou ze strategii miize byt hledani struktur
vyskytujicich se na nddorovych bunikach a nésledné na né specificky vazat molekuly, které
by imunitni systém mohl bez problémi rozpoznat a nadorovou buitku zneSkodnit. Dobfte
prozkoumanou strukturou nachazejici se na nadorovych buikéch je fosfatidylserin, ktery byl

pouzit k cilené imunoterapii mySiho melanomu v praktické ¢asti této prace.

1.8.1 Fosfatidylserin (PS)

Je negativné nabity fosfolipid. Bézn€ se nachdzi na wvnitini vrstvé plasmatické
membrany (PS) eukaryotickych i prokaryotickych bun¢k. Byl objeven vroce 1941
J. Folchem. V roce 1955 byla odvozena jeho struktura (Baer a Maurukas 1955), ktera byla
pozdgjsi syntézou potvrzena. V plasmatické membrané savcich bun¢k zastupuje 2 - 10 %

vsech fosfolipida (Vance a Steenbergen 2005).



Plasmatickd membréana za normalnich podminek obsahuje na vnitini vrstvé zédporné
nabité fosfolipidy fosfatidylserin (PS) a fosfatidyletanolanin (PE). Na vng&jsi vrstvé se
nachazi fosfatidylcholin (PC) a sfingomyelin — oba neutralné nabité (Verkleij a kol. 1973).
Tato asymetrie je zpusobena ATP-dependentni aminofosfolipidovou translokazou, ktera
specificky transportuje PS a PE skrz fosfolipidovou dvojvrstvu plasmatické membrany
(Seigneuret a Devaux 1984). K naruseni asymetrie fosfolipidii dochézi inhibici translokazy
¢1 aktivaci scramblazy — Ca2+-dependentni enzym transportujici fosfolipidy obéma sméry
(Zhou a kol. 1997).

PS na vnéjsi strané¢ plasmatické membrany muizeme vizualizovat diky anti-PS
protilatce nebo anexinu V, ktery se na PS vazou. Exprese PS na vnéjsi stran¢ byla
pozorovana pii patologickych i fyziologickych procesech jako napt. apoptdza, bunécné
starnuti, aktivace trombocytll. Spontanni exprese byla prokdzana na endotelidlnich bunikach
vaskularizace nadori-nejvice u mysiho melanomu B16. Endotel vSak nevykazoval znamky
apoptozy (Ran a Thorpe 2002). Zvyseni exprese PS na vngjsi strané plasmatické membrany
bylo u zdravych endotelidlnich bunék bylo pozorovano za urcitych podminek, které se
napadné podobaji tém v mikroprostiedi tumoru. Jsou to:

e Zanétlivé cytokiny: IL-1 a TNFa

o Kyselé prostfedi: medium bez hydrogenuhli¢itanu sodného s pfidanou kyselinou
chlorovodikovou o pH 6.2 — 7.3.

e Hypoxie: inkubace v prostiedi s 1 % O,

e Peroxid vodiku: roztok o koncentraci 100 mM (Ran a Thorpe 2002).



Podminky, za kterych bylo zkouméano zvySeni exprese PS na vnéjsi strané¢ bunééné
membrany, jsou uvedeny v Tabulce I. Vyskyt PS v procentech byl spoéten dle nasledujiciho
vzorce: (Anexin V navazany na bufiky (pmol)/maximalni navazani Anexinu V)*100.
Maximalni navazani Anexinu bylo stanoveno u bunck ovliviiovanych aktinomycinem D
a Tumor necrosis faktorem o (TNFo). ABAE= adult bovine aortic endothelial cells, bEnd.3
= mouse brain indothelioma cells. Zanétlivé cytokiny zpusobily nizky, kyselé¢ prostredi

a hypoxie vyssi a peroxid vodiku nejvyssi narist externalizace PS (Ran a Thorpe 2002).

Tabulka I: Efekt cytokind, rastovych faktord a stresu na externalizaci PS na endotelialnich
bunkach in vitro (Ran a Thorpe 2002).

N .
125]—_Annexin
V (% of max

binding)*
ABAE bEnd.3
Treatment Concentration cells cells
Medium with 10% serum N/A 0 0
Actinomycin D + TNF« 50 ng/mL each 100 100
VEGF 20 ng/mL 0 0
bFGF 20 ng/mL 0 0
Scatter factor 40 ng/mL 0 0
TGFj, 20 ng/mL 0 0
PDGF-BB 20 ng/mL 0 0
IL-10 20 ng/mL 0 0
IL-8 20 ng/mL 0 0
IL-6 20 ng/mL 0 0
IL-le 10 ng/mL 6.4 7.5
IL-18 10 ng/mL 5.8 5.5
Interferon 40 ng/mL 8.6 2.8
TNFa 20 ng/mL 7.4 13.7
Thrombin 50 nM 8.8 17.4
Hypoxia 1% O, 15.0 22.5
Hypoxia + IL-la Same as above 26.0 31.0
Hypoxia + TNF«a Same as above 33.0 36.0
pH 6.6 N/A 20.2 18.9
Hydrogen peroxide 100 uM 95.5 98.4

Fosfatidyserin endotelialnich bunék mize byt zajimavym cilem pro diagnostiku
a 1é¢bu nadorovych onemocnéni z téchto ditvodl: (1) Umisténi na vnéj$i membrané endotelu
ptimo vybizi k intravendzni aplikaci 1é¢iva. (2) Hojny vyskyt: 3 x 10 PS na buiiku.
(3)Vyskyt u riznych druhd tumorti: mysi melanom B16, mysi karcinom plic 3LL, mysi
karcinom tlustého stfeva Colo26, lidsky karcinom plic NCI H358, lidsky karcinom tlustého
stteva HT39, lidsky Hodgkiniv lymfom L540. (4) Absence PS na vné&jsi strané plasmatické

membrany u zdravého endotelu (Ran a Thorpe 2002).
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Pozdé&ji bylo objeveno, ze PS na vné&jsi vrstvé plasmatické membrany se nevyskytuje
jen na nadorovém endotelu, nybrz je obecnym znakem PM rakovinnych bun¢k nezavisle na
typu rakoviny. TotéZ plati i pro metastazy. Nadorové bunky se zvySenou vnéjsi expresi PS
vSak nevykazovaly znamky apoptozy a PS vizualizovany Anexinem V byl hojné lokalizovan
v shlucich (Riedl a kol. 2011).

Fosfatidylserin je tedy vyznamnym markerem rakovinnych bunék a miize byt vyuzit
pro diagnostiku i 1é¢bu onemocnéni, zvlasté pro TDD (Targeted Drug Delivery). TDD je
léCebna strategie, kdy 1éCba je vysoce specifickd a bez vedlejSich ucinka (Schutters

a Reutelingsperger 2010).

1.8.1.1 AnexinV

Anexin 'V je c¢lenem multigenni rodiny anexini. Anexiny jsou pievazné
cytoplasmatické proteiny vazajici se na negativné nabité fosfolipidy. Vazba je zavislad na
koncentraci Ca** (Peng a kol. 2014). Anexin V byl objeven v cévni tkani jako antikoagulaéni
protein (Reutelingsperger a kol. 1985). Anexin V je jednofetézcovy protein (Huber a kol.
1990) o molekulové hmotnosti 35 kDa a vaze se na PS (Kd~0,1-2nM) (Andree a kol. 1990,
Tait a kol. 1989). V roztoku se vyskytuje jako monomer, ale po vazb¢é na PS tfi monomery
Anexinu V vytvofi trimer. Trimery se spojuji a vznikd tak sit’ pokryvajici povrch
exprimujici PS (Concha a kol. 1992, Oling a kol. 2001).

Rekombinantné pfipraveny lidsky Anexin V prokazal stejné vazebné vlastnosti jako
ten, ktery byl purifikovan z lidské tkan¢ (Maurer-Fogy a kol. 1988). Tento objev vedl k celé
fadé znaCeni Anexinu V napfiklad radionuklidy (De Saint-Hubert a kol. 2010) nebo
fluorochromy (Schellenberger a kol. 2003). V posledni dobé se Anexin V vyuziva predev§im
k vizualizaci apoptozy (Schellenberger a kol. 2003). Dale Anexin V miZze pomoci
pii diagnostice a lokalizaci onemocnéni nebo pfi hodnoceni ucinnosti 1écby vSude tam, kde
dochézi k amrti bunék.

Anexin V ma relativné velkou molekulovou hmotnost, a proto Spatné prostupuje do
nadorové masy (Song a kol. 2013). Z tohoto divodu se zajem ubira k peptidim vazajicim se

na PS a dalS$im tumor specifickym peptidiim objevenych pomoci phage display.
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1.9 Vyuziti vird pro hledani novych peptidickych agonisti

1.9.1 Filamentirni bakteriofagy

Filamentarni bakteriofag je virus vlaknitého ¢i ty¢inkovitého tvaru. Dosahuje délky
cca 900 nm a $itky 6 — 9 nm. Obvykle obsahuje jedno-fetézcovou kruhovou DNA (ssDNA)
a napada gramnegativni bakterie (Rasched a Oberer 1986). DNA je chranéna proteinovym
obalem, ktery se sklada zcca 2700 o-helikalnich proteind pVIII po obvodu viru
a minoritnich proteinti na koncich. Na jednom konci je pét kopii proteinu plll i pVI,
kodované geny III a VI. Proteiny pVII a pIX (geny VII a IX) jsou na konci druhém (Smith

a Petrenko 1997). Umisténi proteind je vyobrazeno na nasledujicim obrazku:

5nm

- >

1000 nm
o— plil Q) pvii == pVII + pIX

Obrazek 1: Obalové proteiny filamentarniho bakteriofaga (Krumpe a Mori 2006).

Molekula DNA obsahuje v zavislosti na druhu 5000 — 8000 nukleotidi, ale mize do
ni byt vlozeno az 12 000 nukleotidti cizi DNA, coz z filamentarnich bakteriofagt déla silny
nastroj pro biotechnologii. Nejlépe prozkoumané jsou F-specifické filamentarni bakteriofagy
(M13, fd, f1), které napadaji E. coli nesouci F-faktor (Marvin 1998). Infekce bunky zacina
navazanim N-konce proteinu plll na F-faktor. Tento konec virionu vstupuje do buriky jako
prvni. Obalové proteiny splynou s obaly buiiky a samotna ssDNA vstupuje do cytoplasmy.
Syntézou komplementarniho fetézce vznika dsDNA oznaCovand jako replikaéni forma, ktera
je templatem pro transkripci fagovych genil 1 pro syntézu novych ssDNA. Obalové proteiny,
které vznikly translaci na ribozomech buiiky, obklopi nové nasyntetizované ssDNA =
komplementace virionu. Nové viriony opousti butiku, aniz by ji usmrtily (Smith a Petrenko
1997). Je nutno dodat, Zze bakteriofag plné vyuziva opravnych, replikacnich, transkrip¢nich a

translacnich mechanismt buniky.
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1.9.2 Phage display

Technologie phage display umoznuje expresi (poly)peptidu na obalu bakteriofaga.
Nejcastéji se pro tuto metodu pouzivaji filamentarni bakteriofagy M13, fd a f1. Peptid se pak
Vv roztoku chova, jako kdyby nebyl zabudovany v obalu faga. Pokud je ligandem pro néktery
receptor ponechava si svou afinitu i specifitu, 1 kdyz je soucasti bakteriofaga. Diky fagovym
knihovnam, které obsahuji miliardy riznych peptidi inkorporovanych do genetické
informace fagi, muZzeme hledat nové peptidy vazajici se na pozadovany receptor (Smith

a Petrenko 1997).

1.9.3 M13 filamentous phage display

DNA koédujici pozadovany peptid je sflizovana s genem obalového proteinu faga.
Pokud takto upraveny fag infikuje bunku, pozadovany peptid se na nové zkompletovanych
virionech objevi v tolika kopiich, kolik kopii tohoto obalového proteinu obsahuje obal
virionu. Napfiklad pfi fuzi s genem VIII jich bude nékolik tisic, zatimco pti fuzi s genem Il1

jen pé&t (Smith a Petrenko 1997).

1.9.4 Biopanning

Metoda, ktera umoznuje prohledavani fagovych knihoven za t¢elem nalezeni peptidu
s afinitou k nami zvolené molekule, se nazyva biopanning. Zahrnuje nasledujici kroky:
(1) Pfichyceni zvolené molekuly k titra¢ni desticce. (2) Pfidani fagové peptidové knihovny.
Fagy, které nesou peptidy majici afinitu ke zvolené molekule, se na ni navazou. (3) Vymyti
nenavazanych fagl. (4) Ziskani afinitnich fagii — docilime napt. ptidanim kompetitivniho
ligandu, nebo diky stabilit¢ filamentarniho faga extrémnim pH, denaturaci, ¢astecnou

proteolyzou. Tento proces se obvykle opakuje nejméné téikrat (Pande a kol. 2010).

1.9.5 Aplikace Phage display

Phage display prodélala v poslednich letech znaény vyvoj. Vyuziva se k hledani
specifickych agonistll a antagonistii pro receptory, zkoumani reakci protein-protein. Diky
protilatkdm exprimovanym na fagu mizeme zkoumat epitopy (Pande a kol. 2010). Peptidy

ziskané z fagové knihovny mohou pfispét k syntéze novych 1é€iv €1 vakein.
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1.10 Peptidy vazajici se na fosfatidylserin

PSBP-0 a PBS-6

Metoda Phage display pfispéla k objeveni peptidu s vysokou afinitou k PS. Chiyi
Xiong ajeho tym vychazel ze sekvence, kterou sdili PS dekarboxylaza a protein kinaza C,
tedy enzymy se schopnosti vazat PS (Xiong a kol. 2011). Sekvence dostala nazev PSBP-0
(phosphatidylserine binding peptide). Tato sekvence (FNFRLKAGQKIRFG) byla postupné
modifikovana. Jednotlivé aminokyseliny byly substituovany alaninem. Afinita byla nasledné
meéfena za pomoci povrchové plasmonové resonance. Ve srovnani s ptivodni sekvenci byla
nejvyssi afinita k PS naméfena u motivu se sekvenci FNFRLKAGAKIRFG. Protoze alanin
v tomto piipadé nahradil glycin na Sesté pozici, peptid nese nazev PSBP-6 (Xiong a kol.
2011). PSBP-6 ma molekulovou hmotnost 1623 Da a afinitu k PS desetkrat vétsi nez PSBP-
0 (K4~100nM). Aby bylo mozné peptid vizualizovat, ptipojil k nému Xiong se svym tymem
jedno-aminokyselinovy chelator SAAC (Lys[di(2-pyridinemethyl)]-CO,H), ktery tvofi
complex s *™T¢ nebo Re. Hydrofobni a kladné nabity SAAC navdzany na PSBP-6 jesté
zvysil afinitu k PS (Xiong a kol. 2011). Pozdgji byl SAAC(**™Tc)-PSBP-6 usp&iné pouZit
jako zobrazovaci prostfedek pro stanoveni apoptotické odpovédi na chemoterapeutickou
1é¢bu nadort. Navic SAAC(*™Tc)-PSBP-6 ma niz§i molekulovou hmotnost (2045 Da) neZ
Anexin V (35 800 Da) a polocas rozpadu v krvi 6 hodin (Song a kol. 2013).

CLSYYPSYC

Thapa a jeho tym hledali peptid vazajici se na PS. Fagovou knihovnu nejdiive
inkubovali s fosfatidylcholinem (PC), aby vyloucili vazbu peptidu pravé na PC. Fagy, které
se nenavazaly na PC poté inkubovali s PS. Nasledn¢ volné fagy odstranili dikladnym
promytim. Fagy navdzané na PS byly ziskdny a namnozeny v bakteridlni bunce. Tento
proces, vySe popsany jako biopanning, byl Cctyfikrat opakovan. Ziskané fagy byly
sekvenovany a vysledna sekvence translatovana do odpovidajiciho peptidu (CLSYYPSYC).
Peptid byl syntetizovan v linearni i cyklické formé. Cyklicka forma vykazala vyssi specifitu
k apoptotickym bunkam (Thapa a kol. 2008).

Fluorescencné znaceny cyklicky peptid se sekvenci CLSYYPSYC byl intravenosné
injikovan do mysi nesouci lidsky plicni karcinom. Peptid se specificky vazal na naddorové
a endotelové bunky karcinomu. Lécba campthothecinem (chemoterapeutikum) jesté zvysila

tuto specifickou vazbu (Thapa a kol. 2008).
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TLVSSL

Laumonier a jeho tym téz hledali protein vazajici se na PS. Provedli biopanning eXx
Vvivo na jatrech. Fagova knihovna byla nejdiive propusténa zdravymi jatry, aby se vyloucily
fagy vazajici se na zdravou tkan. Fagy, které¢ proSly zdravymi jatry, byly namnozeny
anasledn¢ propustény jatry apoptotickymi (s vyssi externalizaci PS). Apoptéza byla
navozena protilatkou proti FAS-receptoru, kterd byla mysi aplikovana intravenosné. Fagy
zajmu zustaly navazany v jatrech a byly isolovany. Nasledné byla in vitro testovana vazba
fagh zajmu na PS. Fagy s afinitou k PS byly sekvenovany. Nejvyssi afinitu k PS vykazoval
fag s peptidem o sekvenci TLVSSL. AvSak samotny peptid mél niz8i afinitu k PS, nez kdyz
byl soucasti fagového obalu. Navic disocia¢ni konstanta byla odvozena na cca 400 nM
(Laumonier a kol. 2006), coz v porovnani s PSBP-6 (FNFRLKAGAKIRFG, Ky~100nM)

¢ini tento peptid jako relativné malo afinni.

1.11 DalSi peptidy vazajici se na povrch nadorovych bunék

Peptid P6.1 (sekvence KCCYSL) se vaze na receptor epidermalniho rtstového
faktoru typu 1l (ErbB-2). Tento receptor patii do rodiny ErbB, ktera spada do pocetné
skupiny tyrosin-kinazovych receptorit (Karasseva a kol. 2002). ErbB-2 se vyskytuje na
zdravych bunkach. Zvysena exprese ErbB-2 byla zaznamenana napf. u karcinomu prsu,
tlustého stieva, jater, slinivky, vaje¢nikil, prostaty, plic (Uberall a kol. 2008). Peptid P6.1 byl
radioaktivné oznacen a intravendzné aplikovan mysi nesouci lidsky karcinom prsu MDA-
MB-435. Peptid P6.1 se navazal a oznacil ErbB-2 vyskytujici se ve zvySeném poctu na
prsnich nadorovych bunkach (Kumar a kol. 2007). Obdobny pokus byl proveden na mysi
nesouci lidsky karcinom vaje¢nikit HIO-80. Peptid P6.1 se téz tispésné navazal na nddorové
buniky ovarii (Deutscher a kol. 2009). V obou pokusech bylo zaznamenano zadrZovani
radioaktivniho znaceni v ledvinach. Je proto tieba dalSiho vyzkumu, ktery by tento problém
minimalizoval. P6.1 by mohl byt slibnym prostiednikem pro vizualizaci a Targeted Drug

Delivery u nadort exprimujicich ErbB-2.
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Peptid LTVSPWY se specificky vaze na bunécnou linii karcinomu prsu SKBR3.

Navic je schopen dopravit malé molekuly (napf. oligonukleotidy) na nddorové bunky

(Shadidi a Sioud 2003). Pozdgji byl peptid LTVSPWY propojen s lytickym KLA peptidem.

Tento fhzni peptid dokézal perforovat plasmatickou membranu nadorovych bunék, zatimco

zdravé buniky nebyly postizeny. Poskozeni membrany vyustilo v nekrézu nadorovych bunck.

Pfipojenim oligonukleotidu na KLA ¢&ast fizniho peptidu byla indukovana apoptdza

nadorovych buné¢k (Sioud a Mobergslien 2012).

Existuje fada dalSich peptid vazajici se na povrch nadorovych bunék. Piiklady jsou

uvedeny v Tabulce II, Sipkou jsou oznaceny vySe zminéné peptidy.

Tabulka Il: Tumor specifické peptidy objevené pomoci Phage display (Shadidi a Sioud

2003).

Peptide ligand

Cellular target

Surface immmoglobulin

EPWWHVAXEY, DNWAGHVM)WXERER,
YXXEDLRRER, XXPVDHGL

[ELLOQAR

LVRSTGQFV, LVSPSGSWT, ALRPSGEWL,
AIMASGQWL, QILASGRWL, REPSHAMAR,
NEPANSM, LQDELEFAT, PLSGDESST

FHEPENSISVNQLDC, ETLPAPLAPQVQYDA.
MGSMIVDPLVDGALS, MTFYPRDFHDDDIPA

Cancer cell surface
SPLOW/FNREYNH)S(VWH)L
CVFIOOVNNC, CVAYCIODDICYVC
TSPLNIHNGQEL
MYWGDSHWLQYTWTYE
MCPEHFLGC
HLQIQPWTYPQIS
HEWSYLAPYPWF

P EcCysL
CESLWGGLMWTIGLSDC, CNIWGVVLSWIGVEPEC
LTVXPWX

Vasculature of various tumors
b- CDRGDCFC (RGD-4C) ACDCRGDCFCG

CNGRCVSGCAGRC, CVCNGFMEC, NGRAHA

CGSLVRC, CGLSDSC,

TAASGVESMH, LTLEWWVGLMS

CTTHWGFTLC

NESLERISNERIFRK. LRIEFKFREREKTRE, NRESTHI

FFEFRE

ATWLPPR

CPGPEGAGC

SMSIARL, VSFLEYR

PRPGAFLAGSWPGTS, DEWFPALPVVLEPLH,
ASSSYPLIHWRPWAER

HIMYYHHYQHHL

CGNEERTRGC

AAQNNIANLY TNV MENE/E), GIG/AJELE.

NGYEIEEWY SWWVTHGMY

SUP-BR human B-cell Iymphoma
surface idiotype

Human multiple myeloma M-protem
E-Selectin

Human chronic lymphocytic leukaemia
(CLL) surface idiotypes

Human multiple myeloma M-protein

ECV304 endothelial cell line

Prostate specific antigen (PSA)

Human head and neck squamous cell cancer
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2 Cile prace

Hledani nejvhodnéjsiho zpusobu specifického nadorového targetingu s pouzitim

peptida vazajicich se na povrch nadorovych bunék.

Nédorova a protimetastazova terapie s pouzitim intravenosni aplikace targetovanych

f-MLF motivu.
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3 Materialy a metody

3.1 Chemikalie

e Anti-Mouse CD45 APC; clone 30-F11 (eBioscience, USA)

e PBS - fosfatovy pufr s chloridem sodnym (pH 7,3-7,4)

e Pl - propidium jodid (Invitrogen, USA)

e Trypanova mod¥ (Sigma-Aldrich, USA)

e Trypsin (Sigma-Aldrich, USA)

e Trypsiniza¢ni smés (0,02% trypsin a 0,02% EDTA v PBS)

e Peptid fMLFGsFNFRLKAGAKIRFG (Schafer-N, Déansko)

e Peptid fMLF(GP),FNFRLKAGAKIRFG (Schafer-N, Déansko)

e Beta glukan (beta 1,3 D glukan Zdroj: Transfer Point, USA, Pivod: Saccharomyces
cerevisiae)

e RPMI 1640 (L-glutamin (2mM), Merkaptoetanol (0,05mM), Penicilin
(100 units /ml), Streptomycin sulfate (0,1 mg/ml), Amfotericin B (0,25 ng/ml)
Sigma- Aldrich, USA)

e LPSzE. coli0111.B4 (Sigma-Aldrich, USA)

o Fetal Calf Serum (FCS) (Sigma-Aldrich, USA)

3.2 Laboratorni zvirata

V pokusech byly pouzity samice mysiho kmene C57BL/6 z chovu Charles River
Laboratories. Do laboratoie pfiSly ve staii 4 tydni a po dosazeni 8 tydna (vaha cca 20 g)
byly pouzity k pokusim. VSechny mysi byly chovany za stejnych podminek: samostatné
v plastikovych boxech, mély neomezeny pftistup ke sterilni vodé€ i potravé (suché pelety).

V mistnosti se udrZzovala fotoperioda 12/12 hodin.

3.3 Bunécna linie

Bunééna linie mys$iho melanomu B16-F10 byla darovdna prof. Rihovou
z Mikrobiologického tistavu AV CR, Praha. Kultivace byla provadéna v RPMI 1640 s 10 %
FCS (fetal calf serum), pfi teploté 37° C v termostatu s 5 % CO,.

3.4 Transplantace

Do predem oholeného pravého boku bylo subkutinng transplantovano 4x10° bungk
B16-F10 v 100 ul RPMI 1640.
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3.5 Meéreni velikosti nadori
Velikost nadortu byla od pocatku terapie méfena pomoci kaliperu kazdych 48 hodin.

Me¢éiena byla délka (A) a vyska nadoru (B). Nasledné byl spocten objem nadoru dle vzorce
V =1 /(AxB?).

3.6 Pocitani plicnich metastaz

Mysi byly usmrceny zlomenim vazu. Poté jim byly vyjmuty plice, které byly
fixovany v 4 % formaldehydu po dobu nejméné jednoho tydne. Plicni tkan za tuto dobu
zesvétlala a metastazy se staly vice viditelné. Diky tomuto kontrastu byly metastazy ve vSech

plicnich lalocich spocteny pod binokulérni lupou.

3.7 Analyza dat

Ziskané hodnoty byly zpracovany do grafi pomoci programu Microsoft Excel.
Statistickd vyznamnost byla spo¢tena pomoci Analyzy kovarianci (Anova) pro opakovana
méfeni v programu Statistica 12, ptredpoklady pro pocitani Anovy (Normalita dat
a Homogenita varianci) byly spo¢teny v programu R i386 3.0.3.

3.8 Priprava terapeutickych latek
Roztoky aplikované mySim byly fedény v PBS a sterilizovany filtraci ptes filtr s pory

0,22 mikrometru.

3.9 Intravenosni aplikace fMLFGsFNFRLKAGAKIRFG

V experimentu bylo pouzito 16 mysi C57BL/6, které byly nahodné rozdéleny do
dvou skupin. Terapie byla zahajena 12. den od transplantace melanomovych bun¢k B16-F10,
tento den byl oznacen jako den 0. Méfeni nadort probihalo ve dnech 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14.
Mysi byly usmrceny 14. den od zahajeni terapie, kdy jim byly vyymuty plice pro pozd¢jsi
analyzu vyskytu metastaz.

Terapeutika a zpusob aplikace dle skupin

Skupina F: Intravenosni aplikace 50 ul fMLFGsFNFRLKAGAKIRFG o koncentraci
2,5 mM v PBS byla provedena ve dnech 0, 2, 4, 6, 8, 10.

Skupina K: Intravenosni aplikace 50 ul sterilniho PBS byla u kontrolni skupiny
provedena ve dnech 0, 2, 4, 6, 8, 10.
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3.10 Intravenosni aplikace fMLF(GP),;FNFRLKAGAKIRFG
V experimentu bylo pouzito 18 mysi C57BL/6, které byly nahodné rozdéleny do 3

skupin po 6 jedincich. Terapie byla zahajena 12. den od transplantace melanomovych bun¢k
B16-F10, tento den byl oznacen jako den 0. Méfeni nadort probihalo ve dnech 0, 2, 4, 6, 8,
10, 12, 14. Mysi byly usmrceny 14. den od zahgjeni terapie, kdy jim byly vyjmuty plice pro
pozd¢jsi analyzu vyskytu metastaz.

Terapeutika a zpisob aplikace dle skupin

Skupina A: Intravenosni aplikace 50 ul fMLF(GP);FNFRLKAGAKIRFG
0 koncentraci 1 mM v PBS byla provedena ve dnech 0, 2, 4, 6, 8, 10.

Skupina B: Intravenosni aplikace 50 ul fMLF(GP),FNFRLKAGAKIRFG
o koncentraci 1 mM v PBS byla provedena ve dnech 0, 2, 4, 6, 8, 10. Navic bylo této
skupiné peroraln¢ podavano 3 mg beta-glukanu rozsuspendovaného v 50 pl vody ve dnech:
0,1,2,3,4,5,6,7,8,9,10.

Skupina K: Intravenosni aplikace 50 ul sterilniho PBS byla u kontrolni skupiny
provedena ve dnech 0, 2, 4, 6, 8, 10.

3.11 Cytotoxicky test CD45+/PI
Den 1:
Aktivace PMJ2R pomoci LPS

Bunky makrofagové mysi linie PMJ2R byly pieneseny do centifugacni zkumavky
a centrifugovany 10 min/4 °C/1000 RPM. Nasledn¢ byly buiiky rozdéleny do dvou mensich
kultiva¢nich nadob. Do prvni nadoby byly za ucelem aktivace PMJ2R ptidany 2 ml LPS
0 koncentrace 1ul/ml. Ob¢ nadoby byly doplnény do 20 ml RPMI s 10 % FCS a kultivovany
24 hodin v termostatu pii 37 °C v atmosféte s 5 % CO,.

Den 2:

Navazani ligandu na B16-F10 a naslednd inkubace s PMJ2R

Narostlé melanomové buniky B16-F10 byly zbaveny kultivacniho media. Ttikrat
promyty sterilnim fyziologickym roztokem PBS. Do kultivaéni nadoby byla piidadna
trypsinizaéni smés (0,02% trypsin a 0,02% EDTA v PBS) za t¢elem uvolnéni adherovanych
bun¢k z povrchu nadoby. Uvoliovani bun¢k probihalo 5 minut v termostatu pfi pii 37 °C
v atmosféfe s5 % CO,. Po uplynuti péti minut byla trypsinizace zastavena pfidanim
kultivacniho media RPMI 1640 s 10% FCS. Bunétna suspenze byla centrifugovéna
5 min/4 °C /1000 RPM. Bunéény pelet byl nafedén ptidanim v RPMI 1640 s 10 % FCS na
koncentraci 2,5 x 10° bunék/ml. Nasledné byly buiiky B16-F10 nasazeny do
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96-U jamkového panelu do 30 jamek v pocétu 50 000 bune¢k na jamku v celkovém
objemu 200 pul RPMI 1640 s 10 % FCS.

Buiky byly promyty centrifugaci (2 min/4 °C/1800 RPM) a supernatant byl slit. K 15
peletam bylo pfidano 20 pl ligandu fTMLFGsFNFRLKAGAKIRFG o koncentraci 0,5 mM
a doplnéno na objem 200 pl. Vysledna koncentrace ligandu ¢inila 0,05 mM v celkovém
objemu 200 pl RPMI 1640 s10% FCS. Do jamek bez ligandu bylo ptidano 200 pl
RPMI 1640 s 10 % FCS.

Buiiky byly s ligandem inkubovany po dobu 30 minut pii 37 °C v atmosféte
$5% CO,. Po inkubaci byly bunky promyty centrifugaci (2 min/4 °C/1800 RPM)
a supernatant slit.

K nadorovym buitkdim bylo pfidano 100 000 efektorovych bunék (makrofagi
PMJ2R) v celkovém objemu 200 ul RPMI 1640 s 10 % FCS. Do 10 jamek byly pfidany
neaktivované PMJ2R ado dalsich 10 aktivované PMIJ2R (aktPMJ2R) piipravené
z ptedeslého dne. Pomér mezi nadorovymi bunikami a makrofagy byl 1:2 (50 000 B16-F10 :
100 000 PMJ2R). Do zbylych 10 jamek bylo pfidano 200 ul RPMI 1640 s 10 % FCS.
Piipravené smési bun€k byly inkubovany 4 hodiny pii 37 °C v atmosféie s 5 % CO..

Rozlozeni bunék a ligandu je znazornéno v Tabulce Il1.

Tabulka I11: Demonstrace rozloZeni bun¢k a ligandu na 96-U jamkovém panelu. B16-F10 —

nadorové buiiky, PMJ2R — neaktivované makrofagy, aktPMJ2R — aktivované makrofagy.

1 | 23] a5 |6 7] 8] 9 10]n

B16-F10 B16-F10 + ligand
B16-F10 + PMJ2R B16-F10 + ligand + PMJ2R
B16-F10 + aktPMJ2R B16-F10 +ligand + aktPMJ2R

T O|m|m OO |m|>

V provedeném pokusu byl pouzit fagocytarni ligand s motivem fMLF jako agonista pro
FPRs spojeny pies glycinovy spacer s 14-ti aminokyselinovou sekvenci, kterd se vaze na

fosfatidylserin (fMLFGsFNFRLKAGAKIRFG).
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Piiprava bunék pro FACS analyzu

Po ¢tythodinové inkubaci byla smés bun€k 2x promyta RPMI 1640 bez séra centrifugaci
(2 min/4 °C/1800 RPM). Do kazdé jamky bylo piidano 50 pl trypsiniza¢ni smési (0,02%
trypsin a 0,02% EDTA v PBS) z divodu mozné adheze nadorovych bunék B16-F10.
Typsynizace probihala 5 minut v termostatu pii 37 °C v atmosféte s 5 % CO,. Trypsinizace
byla zastavena pfidanim 150 pl RPMI 1640 s 10 % FCS do kazdé jamky a dikladnym
promichanim smési. Nasledovalo promyti centrifugaci (2 min/4 °C/1800 RPM), supernatant
byl slit.

Jamky, které obsahovaly PMJ2R (B1-B10 a C1-C10), byly barveny anti- CD45-APC
0 koncentraci 2 pg/ml RPMI 1640 s 10 % FCS v celkovém objemu 10 pl na jamku. Barveni
probihalo 20 minut pii 4 °C ve tmé&. Do jamek, které neobsahovaly PMJ2R (A1-A10), bylo
pfidano 10 pl 1640 s 10 % FCS. Po barveni byly smési bun€k 2x dikladné promyty150 pl
RPMI 1640 s 10 % FCS na jamku, centrifugace (2 min/4 °C/1800 RPM). Nasledné byly
buiky barveny PI (propidium jodid) ve vysledné koncentraci 5 pl/ml v objemu 150 pul RPMI
(s CFS) na jamku. Pro vylouceni cytotoxicity samotné¢ho PI bylo do prvnich jamek skupin
(Al, B1, C1, A6, B6, C6) ptidano pouze 150 ul RPMI (s CFS) na jamku a Zadny PI. Tyto
jamky slouzily jako kontrola. Barveni probihalo po dobu 5 minut 4 °C ve tmé. Nasledné byly
bunky promyty centrifugaci (2 min/4 °C/1800 RPM), supernatant slit a jamky doplnény
150 pul 1640 s 10 % FCS.

FACS analyza

Vzorky pfipravené dle vySe zminéného postupu byly promichany, pfeneseny do
zkumavky a méfeny na prutokovém cytometru (BD FACSCantoll flowcytometer, BD
Biosciences, USA). Ptistroj byl nastaven na stfedni rychlost nasavani vzorku (medium flow
rate~60 pl/min) a na dobu nasavani 30 vtefin. Déle aby zaznamenal 1 x10° udalosti. Tento
pocet byl dostacujici pro zaznamenani vSech bunck v nastaveném objemu vzorku 30 pl. Pro
kvantifikaci poc¢tu bun¢k v plivodnim objemu (150 ul) byl pocet bunék namétrenych v 30 pul

vynasoben péti.
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Vysledky byly zpracovany programem BD FACSDiva verze 6.1.3. Pritokovy
cytometr byl nastaven dle Tabulky IV.

Tabulka I1V: Nastaveni pritokového cytometru.

Nastaveni laser( Nastaneni nasavani vzorku
Window Extension 2,0 Sample flow rate medium
FSC Area Scaling 0,3 Sampling time 30s
Laser Delay Blue 0,0 Number of events 1 x10°
Laser Delay Red 30,0
Area Scaling Blue 0,7
Area Scaling Red 1,3

Na pritokovém cytometru byla nastavena kompenzace APC k PE Texas Red 10,0.
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4 Vysledky

4.1 Intravenosni aplikace fMLFGsFNFRLKAGAKIRFG

Latka TIMLFGGGGGFNFRLKAGAKIRFG, ktera byla pouzita v tomto experimentu,
obsahuje ligand pro formyl-peptidovy receptor (fMLF), spacer (GGGGG) a sekvenci
vazajici se na fosfatidylserin (FNFRLKAGAKIRFG). Tato sekvence byla pouzita ve vSech
experimentech této prace a pro prehlednost bude dale oznaCovana jako 14AK.Vysledky

vlivu terapie na velikost nadort jsou uvedeny na Obrazku 2.
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Obrazek 2:_Vliv intravenosni aplikace fMLF-Gs-14AK na velikost nadorti. Skupiné F bylo
ve dnech 0,2, 4, 6, 8, 10 intravenosné aplikovano 50 pl 0,5 mM fMLF-Gs-14AK. Skupiné K
ve stejnych dnech intravenosné PBS.

Lécena skupina F vykazovala vyrazné mensi objem nadorti po celou dobu 1écby a méfeni.
Proto byl proveden test Analyzy kovarianci pro opakovand méteni (Obrazek 3). Pro splnéni

podminek pro tento test (Normalita dat a Homogenita varianci) byla data transformovéna.
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Obrazek 3:_Graficky vystup Analyzy kovarianci pro opakovand méteni. Skupiné F bylo ve
dnech 0,2, 4, 6, 8, 10 intravenosn¢ aplikovano 50 ul 0,5 mM fMLF-Gs-14AK. Skupiné K ve
stejnych dnech intravenosn¢ PBS.

V porovnani s kontrolni skupinou K je patrna redukce nddort u skupiny F. U lé¢ené
skupiny F miizeme pozorovat trend ve snizeni velikosti nadorti po celou dobu lécby

a méteni, a¢ nebylo dosdhnuto statistické vyznamnosti (F=3,935 p=0,067).

Po ukonceni terapie byl vyhodnocen vliv intravenosni aplikace f-MLFGs-14AK na

vyskyt metastaz a intenzitu metastazovani. Vysledky jsou uvedeny na Obréazcich 4 a 5.

25



Z Obrazku 4 je patrné, ze fMLF-Gs-14AK zpiisobuje potlaceni vyskytu metastaz. U

skupiny F se nevyskytovaly Zadné metastazy.
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Obrazek 4: Vliv intravenosni aplikace fMLF-Gs-14AK na vyskyt metastaz. Skupiné F bylo
ve dnech 0,2, 4, 6, 8, 10 intravenosné aplikovano 50 pl 0,5 mM f-MLFGs-14AK. Skupiné K
ve stejnych dnech intravenosné PBS. U skupiny ovliviiované fMLF-Gs-14AK nebyly
metastdzy zaznamenany.

Na Obrazku 5 je znazornéna intenzita metastazovani vyjadiena jako praimérny pocet

metastaz na jednu mys ve skuping.
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Obrazek 5: Vliv intravenosni aplikace fMLF-Gs-14AK na intenzitu metastazovani. Skupiné
F bylo ve dnech 0,2, 4, 6, 8, 10 intravenosné aplikovano 50 ul 0,5 mM fMLF-Gs-14AK.
Skupiné K ve stejnych dnech intravenosné PBS.
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4.2 Intravenosni aplikace IMLF(GP),;FNFRLKAGAKIRFG

V tomto experimentu byl zkouman vliv intravenosni aplikace fMLF-(GP)4-14AK na

redukci nadorové masy. Vysledky jsou zobrazeny na Obrazku 6.
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Obrazek 6:VIliv intravenosni aplikace fMLF-(GP)4-14AK na velikost nadord. Skupindm A a
B bylo ve dnech 0, 2, 4, 6, 8, 10 intravenosné aplikovano 50 pl fMLF-(GP)s-14AK
0 koncentraci 1 mM. Ve stejnych dnech bylo kontrolni skupiné K intravenosné aplikovano
50 pl sterilniho PBS. Skupiné B bylo navic ve dnech 0,1,2,3,4,5,6,7,8,9,10 peroraln¢ podano
3 mg beta-glukanu rozsuspendovaného v 50 pl vody.

Ani v tomto pokusu se nepodafilo dosahnout statistick¢é vyznamnosti ve snizeni

objemu nadorti u 1é¢enych skupin A a B v porovnani s kontrolni skupinou K.

Kromé velikosti nadortli, tento experiment zkoumal i vliv intravenosni aplikace
fMLF-(GP)4-14AK na vyskyt metastaz a intenzitu metastazovani. Vysledky jsou uvedeny na
Obrazcich 7 a 8.

Lécba samotnym fMLF-(GP);-14AK(skupina A) neméla v porovnani s kontrolni
skupinou vliv na vyskyt metastaz. U skupiny B, kde byl navic peroralné podavan beta-
glukan, byl vyskyt metastaz dokonce vyssi.

Lécba ovlivnila intenzitu metastazovani, u kontrolni skupiny se vyskytl vyssi pocet

metastaz.
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Obrazek 7: VIiv intravenosni aplikace fMLF-(GP),-14AK na vyskyt metastaz. Skupinam A
aB bylo ve dnech 0, 2, 4, 6, 8, 10 intravenosné aplikovano 50 pl fMLF-(GP)s-14AK
o0 koncentraci 1 mM. Ve stejnych dnech bylo kontrolni skupiné K intravenosné aplikovano
50 pl sterilniho PBS. Skupiné B bylo navic ve dnech 0,1,2,3,4,5,6,7,8,9,10 peroraln¢ podano
3 mg beta-glukanu rozsuspendovaného v 50 pl vody.
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Obrazek 8: Vliv intravenosni aplikace fMLF-(GP),-14AK na intenzitu metastazovani.
Skupinam A a B bylo ve dnech 0, 2, 4, 6, 8, 10 intravenosné aplikovano 50 pl fMLF-(GP),-
14AK o koncentraci 1 mM. Ve stejnych dnech bylo kontrolni skupiné K intravenosné
aplikovano 50 pl sterilniho PBS. Skupiné B bylo navic ve dnech 0,1,2,3,4,5,6,7,8,9,10
peroralné podano 3 mg beta-glukanu rozsuspendovaného v 50 pl vody.
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4.3 Cytotoxicky test CD45+/Pl

Byl studovan vliv LPS aktivovanych i1 neaktivovanych makrofagti linie PMJ2R na
melanomové builkky B16-F10, na které jsme se pokouseli navazat f-MLF motiv pomoci
14AK vazebného motivu, interagujiciho s fosfatidylserinem. Jednalo se tedy opét o latku
fMLF-Gs-14AK, pouzitou v prvnim experimentu. Tento vliv byl studovan pomoci
cytotoxického testu CD45+/PI prostfednictvim pritokového cytometru. Vysledkem nam
byla dvoubarevna analyza. Efektorové buitky PMJ2R byly oznaceny protildtkou proti znaku
CDA45. Pomoci PI byly rozliSeny mrtvé a zivé buniky. Diky témto dvou znakim byly buiky

rozdéleny do Etyt skupin, které jsou zobrazené v Tabulce V.

Tabulka V: Rozdéleni bunék pomoci PI a anti-CD45 APC.

anti-CD45 Pl Bunka Barva na obrazku
+ + mrtva PMJ2R zluta
+ - ziva PMJ2R modra
- + mrtva B16-F10 cervena
- - ziva B16-F10 zelena

Zasadni hodnotu predstavovaly zivé nadorové buitkky B16-F10, tedy PI negativni, anti-CD45

APC negativni, zelen¢ oznacena populace.
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Na Obrazku 9 je jako priklad uveden vystup z FACS analyzy vzorku B16-F10.

E16-F10-Tube_ 004

PMIZR, CO45+PI+
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B Ee16F10 PI+ 540 f.1 4.1
[ PMJIZR CD45+PI+ 1 0.0 0.0

Obrazek 9: Vystup z FACS analyzy B16-F10.
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Na Obrazku 10 je uveden priklad z vystupu FASC analyzy vzorku B16-F10 + fMLF-
Gs-14AK+ aktPMJ2R.

LF G5-14AK+actPMJIR-Tube_004

104

APC-A,
1I:I3

1EI2

||||||||||||]||||||||||

E1&6F10 PI neqg B16F10 PI+

162

—|I|||IIIIIIII| | IIIIIII| | IIIIIII| | IIIIIII|
g 010 10 10° 10* 10
FE-Texas Red-A
Tube: Tuhe_004

Fopulation #Events %Parent %Total
[] &Il Events a7,282 #eEe 1000
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Obrazek 10: Vystup z FACS analyzy B16-F10 + fMLF-Gs-14AK + aktPMJ2R.
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Namétené hodnoty zivych B16-F10 v 30 ul vzorku byly pfepoéteny na hodnoty
zivych nadorovych bun¢k v celkovém objemu jamky (150 upl). U jednotlivych skupin
byl z po¢tt nadorovych bunék v 150 ul vypocten primér viz Tabulka V1.

Tabulka VI: Pocet zivych nadorovych bun¢k v150 ul vzorku.

9030 45150
8625 43125
B16-F10 8260 41300 40686 5252
6634 33170
8487 42435
7757 38785
B16-F10 + PMJ2R 7842 39210 40640 1909
8426 42130
8437 42185
B16-F10 + 8427 42135
aktPMJ2R 7665 38325 S8911 4336
6600 33000
7399 36995
7761 38805
8011 40055 2032
7085 35425
8889 44445
6428 32140
9389 46945 0634
7650 38250
7913 39565
8404 42020
6932 34660 3211
8219 41095
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Nasledujici Obr 11 znazornuje hodnoty z Tabulky VI: pocet zivych nadorovych
bunék v jednotlivych jamkach. Zluté hodnoty piedstavuji jamky bez fagocytarniho ligandu,
zelen€ jsou zndzornény jamky s fagocytarnim ligandem fMLF-G5-14AK.
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Obrazek 11: Pocty Zivych nddorovych bun€k v jamkach, Vv zéavislosti na pfitomnosti
makrofagi (PMIJ2R), aktivovanych makrofagli (aktPMJ2R) a fagocytarnim ligandu
vazajicim se na povrch nadorovych bunék fMLF-G5-14AK.

Z grafu vyplyva, Ze fagocytarni ligand fMLF-G5-14AK neni vyznamné cytotoxicky
anemd vliv na redukci nadorovych bun€k ani neaktivovanymi makrofdgy ani LPS

aktivovanymi makrofagy.
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5 Diskuze

Cilem této prace bylo nalézt nadorové specifické kotveni fagocytarniho motivu na
povrch nadorovych bunék pro tucely imunoterapie. Nespecifické kotveni ligandi
fagocytarnich receptortt bylo ovéfeno na laminarinu (Auerova 2012), mananu (Bruzlova
2012, Maierova 2013) a fMLF (Caisova 2013, Vacova 2012). Mechanismy této
imunoterapie byly uvedeny v praci Terezy Janotové a kolektivu (Janotova a kol. 2014).

V prvnim pokusu jsme pii pouziti intravenosni aplikace fMLF-G5-14AK nedosahli
statisticky vyznamné redukce nadorti, coz mize byt zplisobeno omezenym souborem dat.
Redukce vSak byla znatelnd a mizeme pozorovat trend zpomaleni nadorového ristu.
Zajimavym bylo téz potlaceni metastazovani do plic. Pfi intratumorélni a intraperitonedlni
aplikaci fTMLF-G5-14AK (Pafes 2013) bylo dosazeno opakované statisticky vyznamné
redukce nadortt pouze vSak v kombinaci s LPS respektive s beta-glukanem. Proto si
myslime, ze samotny fMLF-G5-14AK nedokaze do mista nddoru naldkat dostatecny pocet
efektorovych bun€k. Zanétlivou reakci je tfeba podpofit. Proto byla do druhého pokusu
zatazena dalsi skupina s B-glukanem, ktery je schopen podpofit imunitni systém a stimuluje
zejména aktivitu makrofagu.

V druhém pokusu byl oproti pokusu prvnimu u lécebné latky nahrazen spacer Gs za
spacer (GP);. Tato zaména doporuena vyrobcem se zda byt hlavni pii¢innou selhani
druhého pokusu. Ukazuje se, Ze samotny spacer miZe ovlivnit (v naSem piipadé negativng)
prezentaci ligandu. Soucasna aplikace beta-glukanu méla sice pozitivni, nicmén¢ statisticky
nevyznamny vliv na ucinnost terapie.

V ramci téetiho pokusu in vitro studia pusobeni makrofagl na nadorové buiiky B16-
F10, na jejichZ povrch jsme se pokusili instalovat fMLF-Gs-14AK, bylo zjisténo, ze tento
ligand nestimuluje makrofagy k redukci nddorovych bunék (experiment byl tiikrat opakovan
se srovnatelnymi vysledky). Divodt muze byt nékolik:

(1) Pouzitd bunééna linie B16-F10 mize exprimovat fosfatidylserin (PS) v malé
hustoté. Expresi PS, na ktery se méla vazat aminokyselinova sekvence
FNFRLKAGAKIRFG (14AK) (Xiong a kol. 2011), je mozné ovéfit prostiednictvim
Anexinu V pomoci prutokové cytometrie nebo fluorescen¢ni mikroskopie. Tuto analyzu
pozd¢ji provedla RNDr. Jalovecké: ,,Exprese fosfatidylserinu (méfenda pomoci znaceného
Anexinu V na pritokovém cytometru) na bunkach B16-F10 v kultuie byla slaba.” (RNDr.
Jaloveckd, ustni sdéleni). Nasledné by bylo mozné zkusit expresi PS zvySit peroxidem

vodiku, hypoxii nebo kyselym prostiedim (Ran a Thorpe 2002). Tyto podminky totiz
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vyrazné indukuji expresi PS na bunééném povrchu. Rozpor mezi plisobenim terapie pomoci
fMLF-Gs-14AK za podminek in vivo a nulovy efekt in vitro mtze byt tedy dan rozdilnou
expresi PS na povrchu melanomovych bunék v nadoru a v kultuie.

(2) Sekvence 14AK se nedokédze dostatecné navazat na PS. Protoze v prvnim pokusu
in vivo bylo dosazeno zna¢né redukce nadord, pficinou mize byt kratka inkubace s ligandem
(30 min), ¢i nevytvoieni pfiznivych podminek pro vazbu in vitro.

(3) Makrofagy nemuseji byt hlavnimi efektorovymi bunikami. Pii1 dalSim zkoumani se
naSe laboratot zaméii na roli neutrofili v boji proti nadorovym buitkam. Nejdiive bude nutné
ovefit hypotézu, ze neutrofily migruji k cilové bunice oznacené fagocytarnim ligandem.
Neutrofil je mnohem mensi nez nadorova buiika, a tak by migrace neutrofilli, izolovanych
Z kostni diené mys$i, mohla byt sledovana pod optickym mikroskopem bez dal§iho barveni.
Poptipadé by mohl byt pofizen zdznam z mikroskopu digitdlniho. Posléze se nabizi
zkoumani principu, jakym neutrofily nadorové buiiky zabiji. Pozornost je tieba zaméfit na
otazku oxidativniho vzplanuti a na studium exocytdzy primarnich granul neutrofild, coz je

mozno méfit pomoci aktivity myeloperoxidazy (Hampton a kol. 1998).

Protilatky pouzivané pro Targeted Drug Delivery jsou stabilni a vysoce specifické.
Jejich nevyhodou je nutnost humanizace a velikost, kvili které neprostupuji tkanémi
(Thurber a kol. 2008a, b). Kratké peptidy maji oproti protilatkdm fadu vyhod. Lépe
prostupuji tkanémi, jsou neimunogenni, snadno znalitelné (Thundimadathil 2012). Jejich
priprava je relativné levna. Nevyhodou je Stépeni kratkych peptidi enzymy (peptidazy),
které jsou v organismu vsudypiitomné. ReSenim tohoto problému by mohla byt syntéza
peptidit sloZzenych z D-aminokyselin, které nejsou rozpozndvany peptidazami. Pro navrh
specificky se vazajicich peptidi slozenych z D-aminokyselin se pouzivd technika Mirror
Image Phage Display (Funke a Willbold 2009).

Budouci vyzkum se, dle mého nazoru, bude upinat na vyvoj aptamerd. Aptamer je
souhrnny nazev pro kratké peptidy nebo nukleové kyseliny vazajici se na urcité molekulové
motivy, v nasem pfipadé specifické pro nadory. Tyto aptamery budou vyuzivany pro

specifickou vizualizaci a Targeted Drug Delivery.
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Intravenosni aplikace fMLFGsFNFRLKAGAKIRFG zptsobuje zietelnou redukci

nadorového ristu, ktera se blizi statistické vyznamnosti (p=0,067).

Intravenosni aplikace fMLFGsFNFRLKAGAKIRFG ma velmi pfiznivy vliv na
potlaceni vyskytu metastdz a intenzitu metastazovani. U 1écené skupiny se nevyskytly zadné

metastazy.

Intravenosni aplikace TMLF(GP)4,FNFRLKAGAKIRFG nemé4 vyznamny vliv na

redukci nadorového ristu a neovlivituje vyskyt metastaz a intenzitu metastazovani.

fMLFGsFNFRLKAGAKIRFG neptsobi za in vitro podminek na melanomové bunky
cytotoxicky, ale nevyvolava ani protinadorovy atak makrofagii (PMJ2R burky).
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