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1. Uvod

1.1. Nadorova onemocnéni

Nadorova onemocnéni jsou skupinou rtznorodych chorob, které mohou vzniknout

z mnoha riznych tkani.

Pro nadorové buiky je typické, Ze rostou neregulované, stimuluji vlastni rist
aneomezené déleni. Dochazi k tomu proto, Ze tyto builky nejsou schopny reagovat na
chemické signaly, inhibujici bunécné d€leni. Na rozdil od jinych zdravych bunék, nadorové
bunky nepfechazeji do stavu programované bunécné smrti — apoptdzy, a nejsou tedy
nasledné fagocytovany. Maji zmutované geny, podilejici se na bunééném cyklu a jeho fizeni

(tzv. onkogeny).

Nédorovd onemocnéni se rozliSuji na dva zakladni typy. Buiiky benigniho nadoru
nenapadaji tkan¢ v okoli. Naproti tomu jsou buiiky maligniho nadoru schopné se uvoliiovat
a nasledn¢ napadat dalsi okolni tkan¢. Tim vytvafi sekundarni nadory, metastazuji (Snustad

a Simmons, 2009).

Nejstarsi nalezy lidskych nadori jsou odhadovany na stafi 1,7 miliona let. Vyskytly
se Vv kostech jihoafrickych hominidii (skupina zahrnujici lidi a lidoopy) z jizni Afriky (Odes
a kol., 2016, Saber a kol., 2016).

Podle udajii z Eurostatu z roku 2012 jsou nadorova onemocnéni nejéastejsi pti¢inou
umrti v Evropské unii. Béhem poslednich let byl zaznamenan velky pokrok ohledné

diagnostiky a 1écby téchto onemocnéni. Pfesto ale neni veSkera terapie vzdy G€inna.

1.2. Klasifikace nadoru

Rakovina je klasifikovana dle tkané a typu bunék, ze kterych roste. Napt. karcinom
roste z epitelialnich bunck, sarkom z pojivové nebo svalové tkané. Leukémie vychazi
Z hematopoetickych bun¢k. V neposledni fadé existuji nadory odvozené od nervového
systému. Nejcastéjsimi typy nadort (kolem 90 %) jsou karcinomy. Je to proto, Ze
Vv epitelidlnich buiikéch nejcastéji dochdzi k ovlivnéni riznymi chemickymi ¢i fyzikdlnimi

vlivy, které zptisobuji rakovinu (Alberts, 2002).



1.3. Lécba

1.3.1. Chirurgické odstranéni nadoru

Metoda chirurgického odstranéni nddoru patii mezi nejstar$i metody 1écby (Eedy,
2003). Jesté ve dvacatych letech 20. stoleti to byl jediny znamy zptsob 1écby nadort
(Klener, 2013). Radi se mezi metody komplexni terapie a zahrnuje nékolik typt. Jeden
Z nich je radikalni typ operace, kdy je nddor kompletné odstranén tak, aby v téle pacienta
nezustaly zbytky nadorové tkan€. Paliativni typ mize byt definitivnim nebo jen docasnym
feSenim 1éCby. Pfi diagnostickych operacich je ziskéna tkai pro biopsii. Mezi dalsi typy se
fadi rekonstrukéni a preventivni operace. Za pomoci chirurgie se daji odstranit i nékteré

metastazy (Koutecky, 1997).

1.3.2. Radioterapie

Pti radioterapii ptisobi na nador tok fotond nebo elektronii, ¢imz dochézi k zniceni
nadoru (Strojan, 2010). Problém radioterapie spociva v plisobeni zafeni nejen na nadorovou,
ale také na zdravou tkan, ¢imz vznikaji sekundarni zhoubné nadory (Bostrom a a Soloway,
2007). Proto se tato metoda Casto vyuziva v kombinaci s chirurgii nebo chemoterapii
(Strojan, 2010). V poslednich letech dochazi k rychlému rozvoji protonové terapie, zalozené
na pouziti protond urychlenych pomoci cyklotronu nebo synchrocyklotronu. Vedlejsi ucinky

této terapie jsou nizsi (Kubes, 2013).

1.3.3. Chemoterapie

Mezi dalsi vyznamné lécebné metody se fadi chemoterapie. Zacala se pouzivat ve
Ctyficatych letech 20. stoleti a v Sedesatych letech patfila mezi hlavni lé€ebné metody
(Klener, 2013). I ptes veskery pokrok této metody existuje fada omezeni, predevsim kvuli
toxicité chemoterapeutik. Momentalné je chemoterapie poskytovana napf. intraperitonedlné,

tepennou infuzi a dal§imi zpisoby (Martins, 2009).

Problém chemoterapie spociva ve spravném zacileni 1éku. Chemoterapeutika totiz
pusobi jak na délici se nadorové, tak i na zdravé bunky. Jak radioterapie, tak chemoterapie
jsou vyuzivany v zavislosti na typu lécby — ptredoperacni, pooperacni a soubézné. Spojeni
odlisnych typa 1écby ma v nékterych piipadech vyssi ti¢inek. Nador je tak méné odolny, nez
v ptipad¢, kdy se pouzije jeden samostatny lécebny postup. Komplexni 1écebny pfistup je

tedy vyhodné;jsi.



Chemoterapeutika maji specificky ti€inek na nékterou z ¢asti bunécného cyklu, nebo

muzou ovlivnit cely bunéény cyklus (Baudino, 2015).

Chemoterapie pusobi proti mnoha malignitam, ale ma také vedlejsi ucinky, jako je

napi. alopecie (vypadavani vlasu) nebo myelosuprese (Gerber, 2008).

1.3.4. Imunoterapie

Mezi dalsi moznosti 1écby patii imunoterapie. Tato metoda vznikla v prabéhu
sedmdesatych let minulého stoleti. Imunoterapie vyuziva protinadorovou imunitu. Imunitni
mechanismy se také daji vyuzit k tomu, aby sméfovaly 1éCiva cilené do mista vyskytu
nadoru. Imunoterapie je Casto pouzivana spolu s dalSimi moznostmi [é¢by. Vyhoda
imunoterapie spo¢ivd ve vysoce selektivnim ni¢eni nddorovych bunék. Mnoho postupi,
zalozenych na imunoterapii, je provadéno v ramci klinickych studii (Klener, 2013, Hofejsi,

2013).

1.3.5. Hormonalni terapie

Na vzniku a riistu nékterych nador se mohou podilet také steroidni hormony. V roce
1836 vznikly prvni domnénky v souvislosti menstrua¢niho cyklu a ristem karcinomu prsu.
Pozd&ji se zjistilo, ze nckteré hormony ovliviluji napt. rGst karcinomu S§titné zlazy.
Hormonalni terapie pokrocila pfedevsim diky objeviim v molekularni biologii. Kombinace
hormonalni 1é¢by s chemoterapeutickou 1é€bou mize vyrazné zvysit Sanci na uzdraveni

(Klener, 2013).

1.3.6. Cilena (targetova) terapie nadori

Cilena terapie predstavuje v poslednim desetileti vyrazny pokrok v 1é€bé a méni
mnoho onkologickych postupli. Nevykazuje tolik hematologické toxicity jako tradi¢ni
chemoterapie. MlZe se vyuzit proti mnoha typliim rakoviny, jako je napf. rakovina plic,
slinivky bfiSni nebo leukémie (Gerber, 2008). ZvySuje remisi a pomahd zvysit celkovou
dobu zivota. Také mé kladny vliv na U€inky cytostatik. NepoSkozuje ovSem DNA

a nesnizuje mnozstvi nadorové masy (Mladosievicova, 2014).

V rdmci této terapie se vyuzivaji léky, které¢ inhibuji rist, zvySuji bunécnou smrt
a inhibuji Sifeni nadoru (Baudino, 2015). Plisobi na tzv. ,;molekulové cile®, pro které je
typickéd napft. jejich zvySena exprese ¢i mimotfadné kvalitativni odliSnosti od zdravé tkané

(Mladosievi¢ova, 2014).



Pii 1écbé je nutny individudlni piistup. Cilend terapie totiz mulze byt efektivni
U pacienta, ktery ma dané molekulové cile. Zatimco u pacienta, ktery konkrétni molekulové
cile nema, urcitd terapie nebude fungovat. Na tomto rozdilu ma podil mnoho faktort,

predevsim pohlavi, etnicita a histologie nadoru (Gerber, 2008).

Tato terapie se neuplatiuje na Siroky nadorovy zéklad, ale na konkrétni molekularni
zmény, specifické pro danou rakovinu. Mnoho cilenych terapii je ve fazi preklinickych

a klinickych studii (Baudino, 2015).

Mezi vyznamny problém cilené terapie patii obrovsky pocet moznych molekulovych
cili, které¢ jsou cCasto uspotradané v komplikovanych a mélo prozkoumanych strukturach.
Dané cile také musi byt ovlivnéné ve spravnou dobu. Cilena protinadorova latka je totiz
schopna ptisobit na nador riznymi G¢inky v odliSnych fazich nadoru. Za pomoci této terapie
se pacient muze Uplné vylécit, mit prodlouzenou dobu Zivota, nebo je mozné nador
stabilizovat a snizit symptomy onemocnéni. Také ale mize dojit i k navozeni toxicity

ruzného stupné.

Cilena 1écba se prolina s mnoha celularnimi procesy, mezi které se fadi napt. inhibice
sebeobnovy, zabranéni neovaskularizace nadort, indukce apoptozy, inhibice invazivity
a metastazovani ¢i aktivace imunitniho systému ke zni¢eni nadoru (Mladosievicova, 2014).
Nevyhodou jsou mozné vedlejsi ucinky, jako napft. srde¢ni dysfunkce, tromboza, hypertenze

atd. (Gerber, 2008).

1.4. Moznosti cilené terapie

Cilena terapie pusobi jak na nador samotny, tak i na metastazy. (Baudino, 2015).
Mezi nejvyznamnéjsi typy této terapie patii monoklondlni protilatky, nizkomolekuldrni

inhibitory kinaz, blokatory angiogeneze, inhibitory proteazomu, interferony a interleukiny.

1.4.1. Monoklonalni protilitky (mAbs)

Vyvoj monoklondlnich protilatek béhem poslednich 20 let vyznamné pokro€il,
pfedevsim diky vyraznému pokroku biotechnologii. Prvni mAbs se vyrabély imunizaci mysi
cilovymi antigeny. Vzniklé mySi mAbs byly ovSem vysoce antigenni pro lidi. Pacienti léceni
témito protildtkami Casto vytvareli protilatky proti myS$im imunoglobuliniim, coz mohlo
neutralizovat efekt terapeutika (Gerber, 2008). Proto se dale vyvinuly rizné typy protilatek,

obsahujici odliSny pomér mySich a lidskych komponent. Tyto protilatky se déli na



chimérické (-ximab, huménni z 65 %), humanizované (-zumab, humanni z 95 %) a pln¢

humanni (-mumab, humanni ze 100 %) (Carter, 2001).

o 24

nizké nebezpeci reakci vztahujicich se k alergii. Schopnost 1écby pomoci monoklonalnich
protilaitek je ovlivnéna existenci a formou danych receptorti (v pfipadé nefunkcnosti
receptord neni protilatka schopnd spravné pusobit na nador). U velkych protilatkovych
molekul nastava problém v pifipadé priniku pifes hematoencefalickou bariéru.

(Mladosievic¢ova, 2014).

Pro monoklonalni protilatky je typicka molekulova hmotnost kolem 150 000 Da.
Ovliviuji predevsim extracelularni komponenty a receptor vazajici domény. Protein téchto

protilatek je rozkladan v gastrointestinalnim traktu, proto musi byt podavéany intravendzné

(Gerber, 2008).

1.4.1.1. Farmakologické mechanismy monoklonalnich protilatek

Terapeuticky efekt mAb je ovlivnén typem cile v nadorovém rustu. Terapeutické
odpovédi jsou umoznény Fab nebo Fc fragmenty protilatek. Mezi hlavni farmakodynamické
mechanismy mAbs v onkologii se fadi inhibice bunééné signalizace, ADCC (na protilatkach
zavisla bunééna cytotoxicita), ADCP (na protilatkach zavisla bunééna fagocytoza), CDC (na

komplementu zavisla cytotoxicita) a vyuziti imunokonjugatd.

e Inhibice bunééné signalizace

MADbs maji rtizné ucinky na bunécné signalni drahy. Jednim z moznych ucinkl je
neutralizace rozpustnych signalnich faktorti (pf. VEGF — vaskularni endotelidlni ristovy
faktor, HGF - ristovy faktor hepatocytll). Dal$im t¢inkem je vazba na povrchové bunééné
receptory a jejich nasledna blokace. Také muze dojit ke snizeni exprese povrchovych
bunécénych receptorti (Glassman a Balthasar, 2014). K inhibici bunééné signalizace neni

vétSinou potieba Fc dependentnich efektorovych mechanismi (Fan a kol., 1993).

e ADCC (na protilatkach zavisla bunécna cytotoxicita)

Pii ADCC je monoklondlni protilatka navazéna na buniku nadoru, tim je nadorova
bunika oznacena. Nasledné je rozpozndna zabijeCskymi bunkami — killer cells, ze které do
nadorové bunky proniknou toxické latky a dojde k apoptéze — regulované bunécné smrti.

Tento déj se nazyva ADCC (Mladosievi¢ova, 2014, Klener, 2013).



e ADCP (na protilatkach zavisla bunééna fagocytdza)

Navazani protilatky stimuluje fagocytéozu oznacenych bunck. Hlavni roli v téchto

procesech hraji makrofagy (Gul a van Egmond, 2015).

e CDC (na komplementu zavisla cytotoxicita)

Prabéh CDC probiha nasledovné: protilatka se navaze na povrch cilovych bunék. Fc
doména protilatky se pak muze véazat na rozpustny Clq (Clq je soucast proteinu Cl

(Hoftejsi, 2013)), coz vede stimulaci komplementarnich drah a nakonec ke smrti bunék

e Imunokonjugaty

Imunokonjugaty jsou konjugaty ucinnych cytotoxickych latek s protilatkami.
Rozeznavame tfi typy: ADCs, imunotoxiny a radioimunotoxiny. (Glassman a Balthasar,
2014). Vsechny 3 typy slouzi k tomu, aby byl toxin dodan do nadorové bunky, a aby byla
zajiSténa vysoka ucinnost 1éku spolu s nizkou toxicitou (Gerber a kol., 2013, Lin a Tibbitts,
2012).

ADCs vyuzivaji razné typy nizkomolekularnich chemoterapeutik jako toxickych
¢inidel. Jednd se o chemoterapeutika, kterd v nekonjugované formé vykazuji nepfijatelné

farmakokinetické ¢i toxické vlastnosti.

Imunotoxiny vyuzivaji velmi silné bakterialni a rostlinné toxiny proti nddorovym
bunkam. V klinickém vyvoji je imunotoxin anti-CD22. CD22 je antigen, exprimovany v B-
linii blastocytti akutni myeloidni leukémie (Wayne a kol., 2011). CD znamena ,,cluster of

differentiation, tedy diferencia¢ni antigen (Hofejsi, 2013).

Radioimunokonjugéty vyuzivaji mAbs pro dodani radionuklidi do nadorovych

bunék. Mezi schvalena &inidla se fadi Y (zafeni p) a **'I (zafeni y) (Sharkey a kol., 2009).

Mnoho imunokonjugatii je testovano v klinickych a preklinickych studii.

1.4.2. Tyrosinkinazy

Tyrosinkinazy se fadi mezi proteinkindzy a hraji dileZitou roli ve fosforylaci, tedy
Vv prenosu fosfatové skupiny z ATP na tyrozinové zbytky v proteinech. Diky tomuto procesu
dochazi ke konforma¢nim zménam proteinu, které maji vliv na funkci proteinu, na lokalizaci
proteinu v bunice nebo na interakci s dal$imi proteiny. Tyrosinkinazy pusobi v signalnich
drahdch. V téchto drahéach jsou extraceluldrni signdly transportovany skrz plazmatickou

membranu a mohou vést az do jadra. V jadie se mohou tyto signaly podilet na expresi



vvvvvv

V bunééné regulaci. Existuji dva typy tyrosinkindz, a to membrdnové vazané (tj.
tyrosinkindzové receptory, RTKs) a volné v cytoplazmé (tj. nereceptorové tyrozinkinazy,

NRTKS).

1.4.2.1. Strutura a funkce tyrosinkinazovych receptori

Tyrosinkinazové receptory (RTKs) jsou slozeny z extracelularni domény interagujici
s ligandem, transmembranové domény a intracelularni kinazové domény (Hubbard a Till,

2000, Watson, 1984).

Regulace RTK aktivity patii mezi hlavni bunééné procesy. Pokud dojde k naruseni
této regulace, tak jsou nadorové bunky nasledné schopné nekontrolovatelného rustu. (Tsai
a Nussinov, 2013). Abnormalni RTK aktivace vede k vyvoji riznych typi rakoviny. Dtvody
této aktivace mohou byt napt. nadmérnd exprese receptoru, chromosomalni translokace,
genova amplifikace, mutace nebo snizeni exprese receptoru (Haglund a kol., 2007, Abella
a Park, 2009). Byly identifikovany RTKs, které jsou nadmérn€ exprimovany v nadoru
areguluji mnoho funkci nadorovych bunék (napf. rlst, komunikaci nddorovych bunck

s mikroprostiedim nadoru).

RTKs maji dilezitou ulohu v cilené 1écbé rakoviny (Krause a Etten, 2005).
Fosforylace RTKSs je kli¢ova pro signalni transdukci, funkci a regulaci bunécéné aktivity
(Shah a kol., 2013). Je znamo 58 RTKs, ztoho jich je 30 potfebnych pro onkogenezi
v riznych typech nédort (Weinstein, 2000). VétSina onkogennich RTKs se nevyskytuje
v normalnich tkanich. Mnoho RTKs je hyperaktivnich v malignich buiikach (Robertson
a kol., 2000).

1.4.2.2. Nizkomolekuldrni inhibitory tyrosinkinazovych receptori

Tyrosinkindzové inhibitory (TKIs) patfi mezi nizkomolekularni organické latky
ablokuji zivotné dulezité drahy, které jsou nutné k pieziti bunék. TKIs jsou schopny
translokace skrz plazmatickou membranu. Poté inhibuji katalytickou aktivitu intracelularni
TK domény u tyrosinkindzového receptoru. Princip inhibice spoc¢iva v zasahu do vazby ATP

na substrat (Johnson, 2009).



1.4.2.3. Prehled vyznamnych inhibitori tyrosinkiniazovych receptoru

e Receptory pro epitelidlni rustové faktory (EGFRs) a specifické selektivni TKIs

Receptory pro epitelialni rustové faktory (EGFRS) jsou rodinou ctyi strukturné
podobnych RTKs. Tato rodina hraje vyznamnou roli v regulaci bunécné proliferace,
diferenciace a preziti. Pii fyziologickych podminkdch se specificky rozpustny ligand
(epitelialni rustovy faktor, EGF) vaze na extracelularni oblast EGFR. Nasledna homo-
/heterodimerizace s dalsimi molekulami vede k fosforylaci specifickych tyrosinovych zbytka

uvniti intracelularni domény (Ono a Kuwano, 2006).

EGFRs jsou abnormalné aktivované rtiznymi mechanismy. Mezi tyto mechanismy
patii zvySena exprese receptoru, mutace, na ligandu zavisld dimerizace receptoru nebo na
ligandu nezavisld stimulace. EGFRs jsou asociovany svyvojem nadord, napf.
s nemalobunéénym karcinomem plic (NSCLC) (Robinson a Sandler, 2013), nebo
s rakovinou pankreatu (Burtness, 2007). Exprese EGFRs je typicka pro vétSinu malignich

onemocnéni (Herbst, 2004).
Specificka/selektivni inhibice EGFRs je jeden z vhodnych pfistup v 1écbé rakoviny.

e Receptory pro vaskularni endotelové rustové faktory (VEGFRS) a anti-angiogenni

TKIs

Pro VEGF rodinu je typicka zvySena exprese v riznych solidnich nddorech. VEGFs
se vazi na nadorové receptory vaskularniho endotelia (VEGFRs) a indukuji angiogenezi
(regulovany proces novotvorby krevnich cév). Vybrané inhibitory tyrosinkinazovych
receptort VEGFRs (VEGFR-TKIs, napf. vatalanib, tivozanib) se podili na inhibici nadorové
angiogeneze (Jones a kol., 2011, Eskens a kol., 2011).

e Receptory pro rustové faktory trombocyti (PDGFRSs) a specifické selektivni TKIs

PDGFRs jsou exprimovany pouze ve fibroblastech, v bunikdch hladké svaloviny,
Vv plicich a v pericytech cévni stény. ZvySena exprese a aktivita PDGFR byla prokazéana

v mnoha malignich onemocnénich, véetné NSCLC a gliomt (Heinrich a kol., 2012).

PDGFRs stimuluji signalni drahy, které jsou zapojeny Vv mnoha bunécénych
avyvojovych odpovédich (Andrae a kol.,, 2008). VsSechny schvalené inhibitory
tyrosinkinazovych receptorti PDGFR (PDGFR-TKIs) plisobi na vice cilli. Nejznamé;jsi
PDGFR-TKI je imatinib, ktery se pouziva od roku 2000 jakozto prvni latka v oblasti cilené

nadorové terapie (Klener, 2013). Nékolik inhibitort je v preklinickém a klinickém testovani.
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o Receptory pro rustové faktory fibroblastu (FGFRs)

FGFR rodina je tvofena ¢tyfmi ¢leny (FGFR1-4). Po vazbé¢ ligandu na FGFR dojde
k aktivaci signalnich kaskad, dulezitych pro proliferaci, angiogenezi, migraci a pieziti
nadoru (Liang, 2012). Vétsina inhibitora tyrosinkinazovych receptori FGFR (FGFR-TKIS)

piisobi na vice cili. Cast téchto inhibitord je v preklinickém testovani.

e FMS-like tyrosin-kinazy 3 (FLTs3)

FLTs3 patii mezi cytokinové receptory a jsou exprimovany v mnoha
hematopoetickych progenitorovych buiikach. Signalizace FLT3 je potiebna pro normalni
vyvoj hematopoetickych a progenitorovych bunék (Naoe a Kiyoi, 2004). FLT3 genova
mutace je nejcastéjsi mutaci v akutni myeloidni leukemii (AML) (Yamamoto a kol., 2001).
Existuje nékolik FLT3-TKIs jakoZzto terapeutickych 1ékli. Tyto 1éky jsou piedev§im pro
pacienty s AML, ktefi maji zaroven mutaci ve FLT3.

1.4.3. Inhibice sebeobnovy

V lidském téle se nachazi mnoho typi bunék v nejriznéjSim stupni diferenciace.
Diferenciace bunc¢k je umoznéna mnoha transkripnimi faktory, které jsou zavislé na
signdlech z mikroprostiedi konkrétni tkdné. Tyto signaly jsou pfenaSeny do buniky za pomoci
receptort a signalnich kaskad. Cim &astéji probiha u buiiky diferenciace, tim vice se sniZuje

jeji proliferacni schopnost a dochazi k bunéénému starnuti. Nasledné jde burka do apoptozy.

Proliferace je proces charakteristicky omezenym mnozstvim déleni bunék, které se

diferencuyji.

Sebeobnova je typicka pro kmenové buiiky. Pokud kmenova buinika pfejde do stadia

diferenciace, tak se jeji schopnost sebeobnovy ztraci.

Schopnost sebeobnovy spolu s proliferaci a diferenciaci jsou tedy tzce provazané

biologické procesy.

Mezi zékladni charakteristiky nadorti patii patologickd nekonec¢nd sebeobnova
kmenovych bunck. Proto u nadortt dochazi k riznym abnormalitdm Vv rdmci diferenciace
a proliferace. Velké mnozstvi cytostatik a cilenych 1é¢iv puisobi predevsim na proliferujici
buiikky. Kmenové buiky, které se nachdzi vétSinou v klidové fazi (bez schopnosti
proliferace), jsou rezistentni vii¢i chemoterapeutikiim. Tato vlastnost kmenovych bungk je
pravdépodobné pricina relapsii nemoci u mnoha malignit. Jednim z moznych typa 1éCby je

zacileni na kmenové buriky a jejich sebeobnovu (Klener, 2013).
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1.4.4. Inhibice signalnich kaskad ovliviiujicich regulaci sebeobnovy

Mezi vyznamné signalni drahy, regulujici sebeobnovu u kmenovych bunck, patii
napi. Wnt, Hedgehog, Notch, TNF, TGF-B, BMI-1 a dalsi. Deregulace téchto drah je jednou
Z pti¢in vzniku naddoru u mysiho modelu (Wicha a kol., 2006). Zména v téchto drahdch ma

za nasledek vznik nadoru i u lidi (Karhadkar a kol., 2004).

1.4.4.1. Signalni draha Wnt

Signalni draha Wnt se podili na fizeni mnoha procesti v embryonalnim vyvoji. Mezi
tyto procesy patii predevsSim déleni bunék, jejich rlst, migrace a v neposledni fad¢ také
sebeobnova kmenovych bunék nadoru. Vyznamnou slozku Wnt drahy tvoifi rodina
19 sekretovanych glykoproteini (Papkoff a kol., 1987). Diky témto glykoproteinim dochazi
ke spusténi dvou typt drah — kanonické a nekanonické signalni draze. Kanonicka drdha ma

vliv na bunééné déleni a nekanonicka dréha se podili na bunééném pohybu (Katoh a Katoh,

2007).

Regulace drahy Wnt je fizena inhibitory Wnt. Tyto inhibitory chybi u nadorovych
bun¢k (Filipovich a kol., 2011). Proto se pouZivaji analogy Wnt inhibitord, majici
terapeuticky vliv v 1é¢beé nadort. Jednou ze skupin zndmych inhibitorti je skupina proteinil
SFRP (human secreted frizzled-related protein). Pokud se tyto proteiny navazou na receptor
Frizzled (soucéast drahy Wnt), tak dojde k utlumeni kanonické a nekanonické drahy (Dann

a kol., 2001). Za pomoci sFRP lze 1é¢it napt. mnohocetny myelom (Bodine a kol., 2009).

D¢leni buné€k u nékterych nadort lze potlacit za pomoci Wnt protilatek. Napt. anti-
Wnt-1 protilatka omezuje funkci drahy Wnt-1 v buitkach nadoru a umoznuje apoptoézu téchto

bunék (He a kol., 2004).

1.4.4.2. Signalni draha Notch

Notch je signalni drdha, kterd se podili na embryogenezi, reguluje sebeobnovu
kmenovych bun€k a ma podil na jejich diferenciaci. Notch signdly jsou také dulezité
v mezibunécné komunikaci. Pokud se na receptor Notch navaze ligand, tak se odstépi
intracelularni ¢ast receptoru (Notch-IC). Toto odstépeni probihd za pomoci enzymu gama-
sekretazy. Gama-sekretaza je tedy hlavni intracelularni faktor podilejici se na aktivaci drahy
Notch. Notch-IC je translokovan do jadra, kde se podili na regulaci aktivity transkripénich

faktori v¢etné exprese cilovych geni (Klener, 2013).
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Zmeény v regulaci drahy Notch vedou ke zvySenému riziku vzniku nadorti. Tento fakt
byl popsan u mnoha nddord, napf. u slinivky (Miyamoto a kol., 2003), svalového
rabdomyosarkomu (Raimondi a kol., 2012), prostaty (Santagata a kol., 2004) nebo

u hematologickych malignit, jako napi. mnohocetny myelom (Houde a kol., 2004).

Jednim z moznych zpusobl inhibice Notch jsou inhibitory gama-sekretazy, napt.
inhibitor MK-0752. Dal$im moznym inhibitorem je latka PF-03084014 (Klener 2013).

1.4.4.3. Signalni draha Hedgehog (HH)

Signalni draha HH méa podil na embryogenezi a zarovein na bunééném déleni nebo
diferenciaci. Porucha této drahy vede napt. ke vzniku kozniho bazoceluldrniho karcinomu

(Hutchin a kol., 2005).

Mezi prvni objevené inhibitory této drahy se tadi cyklopamin, coz je rostlinny
alkaloid. Pokud se tato latka navdZze na receptor Smoothened (tj. receptor drahy HH), tak
dojde k blokaci signalizace drahy HH (Chen a kol., 2002).

Inhibice HH muze byt umoznéna také protilatkami, coz bylo prokazano napi. diky
polyklonalni protilatce anti-Patchedl. Tato protildtka se podili na inhibici déleni bunék

nadoru slinivky (Nakamura a kol., 2007).

1.4.4.4. Signalni draha TGF-p

TGF-p (transforming growth factor beta) je cytokin, ktery se podili na mnoha
funkcich bunc¢k. Mezi tyto funkce patfi napf. apoptéza, angiogeneze nebo regulace
imunitniho systému (Levy a Hill, 2006). Signalizace za pomoci TGF- ma antiproliferacni
vliv na buiikky v normélnich tkénich. OvSem u nadord muze byt signalni draha TGF-

patologicky zménéna, ¢imz dojde k vyraznému vyvoji nadorovych bunék (Klener, 2013).

Mezi mozné zplisoby inhibice signalni drahy TGF-B patii protilatky, které sniZzuji
pravdépodobnost vzniku vazby mezi ligandem a receptorem. Napi. protilatka 1D11 je

schopna potlacit rakovinu plic v my$im modelu (Nam a kol., 2006).

Jednim z dalSich zptsobii inhibice drahy TGF-f jsou nizkomolekularni inhibitory.
Napf. inhibitor SB-431542 je latka, kterda se podili na blokaci proliferace bunck
u nitrolebnich nadord — gliomt (Hjelmeland a kol., 2004) nebo u osteosarkomti (Matsuyama
a kol., 2003).
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1.4.5. Apoptoza

Apoptéoza je programovana bunéénd smrt, fizend riznymi biochemickymi
a genetickymi drahami. Tyto drahy hraji dilezitou roli ve vyvoji a homeostdze u normalnich
tkani. Apoptéza prispiva k eliminaci nepotiebnych bun¢k a je dilezitda pro zachovani
rovnovahy mezi prezitim bun€k a jejich smrti (Cotter, 2009). Neschopnost apoptézy mulize

vést k rakoving.

DNA obsahuje kontrolni body, které se podili na spravném bunéném cyklu. Pokud
jsou tyto body poskozeny, tak bunky se znicenou DNA piejdou do apoptdzy, diky Cemuz se
zablokuje karcinogeneze (Halazonetis a kol., 2008, Negrini a kol., 2010). Apoptopické
signaly pomahaji zajistit integritu genomu (Fulda, 2010). Pokud ovSem dojde k poruse
regulace apoptopickych drah, tak je zde vétsi riziko vzniku rakoviny a nasledné i vétsi
rezistence rakoviny na lé¢bu. Unik od apoptozy tedy patii mezi vyznamné znaky rakoviny

(Hanahan a Weinberg, 2000).

1.45.1. Defekty apoptozy a rakovina

Defekty v apoptopickych mechanismech jsou dulezité v nadorové patogenezi.
Umoznuji naddorovym bunkam piezit déle nez normalni bunky, dale poskytuji nadorovym
bunkdm ochranu pfed oxida¢nim stresem a hypoxii (nedostatek O;) béhem expanze
nadorové masy. Tyto faktory poskytuji ¢as pro akumulaci genetickych alternativ, které
dereguluji bunéénou proliferaci, podporuji angiogenezi a zvySuji invazivitu béhem nadorové

progrese (Reed a kol., 1998).

Nenadorové bunky maji DNA repara¢ni systém. Defekty v DNA reparaci a/nebo
vV chromosomalni segregaci spusti smrt bunék jako obranny mechanismus. Nasledné jsou

geneticky poskozené bunky odstranény (Ionov a kol., 2000).

Existuji rGzné mechanismy, jak nadorové bunky potlacuji apoptézu. Mezi takové
mechanismy patii exprese apoptopickych proteinli, napf. Bel-2. DalSim mechanismem je
sniZzena regulace nebo mutace proapoptopickych proteinti (napft. protein BAX). Exprese Bcl-

2 a BAX je regulovana tumor supresorovymi geny (Miyashita a kol., 1994).

Apoptopické defekty umoznuji epitelovym builkdm piezit v suspendovaném stavu
bez spojeni s extracelularni matrix. Tento fakt umoznuje vznik metastaz (Frisch a Screaton,
2001). Apoptopické defekty podporuji i rezistenci vi¢i imunitnimu systému vcetné

cytotoxickych T-bunék (CTL) a NK bun¢k (natural killers) ptsobicich na nador (Tschopp
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akol., 1999). Apoptopické defekty asociované srakovinou maji roli v rezistenci na
konvekéni 1écbu (chemoterapie a radioterapie), coz vyzaduje vyssi davky protinadorové

terapie (Makin a Hickman, 2000).

LepSi pochopeni apoptopickych mechanismi a jejich deregulaci v nadorech

umoziuje vyvoj dalSich cilenych 1é¢iv, které indukuji apoptézu v nadorovych bunikach.

1.4.5.2. Molekuladrni cilena terapie a apoptoza

V lidskych nadorech je prokazana exprese inhibitorti apoptozy (Kaufmann a Vaux,
2003). Objev ruznych 1é¢ebnych metod proti mnoha typim rakoviny vyznamné pokrocil.
Nékteré nové terapeutické latky jsou schopné indukovat apoptézu. Diky témto nad&nym
latkam by bylo mozné fidit rezistenci nadoru na konvekéni 1é€bu (Meiler a Schuler, 2006).

Dané¢ latky by se mohly pouzivat samostatné nebo v kombinaci s konvekéni 1é¢bou.

Nekteré prace se zaméfuji na Bcl-2 rodinu proteinit (potlacujicich apoptozu)

a modifikuji jejich aktivitu, ¢imz dochazi k nic¢eni nadorovych bunék (Patel a kol., 2009).

e Zacileni na smrtici receptory (death receptors)

Apoptopicka draha je spusSténa tzv. smrticimi ligandy, které se vazou na smrtici
receptory. Mezi zminéné ligandy patii TNF- a (cytokin s proapoptopickou aktivitou) nebo
FAS ligand (FASL, ptes ktery se pfenaSeji signaly, vedouci ke vzniku kaskady reakci
a nésledné k apoptoze) (Klener, 2013).

e Inhibice Bcl2

Antiapoptopické Bcl2 proteiny maji vyznamnou funkci v regulaci bunééné smrti.
Bylo syntetizovano mnoho latek, napodobujicich Bcl2 z BH-3 skupiny. Tyto syntetizované
latky se nazyvaji BH-3 mimetika a vykazuji protinddorové proapoptopické ucinky. Neékteré
z BH-3 mimetik jsou charakteristické vysokou afinitou k Bcl-2, nebo maji inhibi¢ni G¢inek

na Bcl-2 (Klener, 2013).

1.4.6. Inhibice angiogeneze

Angiogeneze je proces novotvorby krevnich cév. Tento proces je velmi regulovany.

vvvvvv

rustovy faktor A), ktery stimuluje endotelidlni buniky. Stimulace probiha pies receptor
VEGFR-2 nebo pies VEGFR-1 (Pepper a kol., 1992). VEGF je zvySené exprimovan ve

vétsin€ solidnich nadoru.
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Mezi funkce VEGF patii také indukce endotelidlnich netésnosti, coz vede ke zvySené
transdukci a k podpofe nadorové bunécné transendotelidlni migrace in vitro. Tyto efekty
mohou byt potlaceny monoklonalni protilatkou anti-VEGF bevacizumab, ktera patii mezi
prvni schvalené antiangiogenni latky (Prager a kol., 2010, Klener, 2013). Anti-VEGF terapie

pomohla napf. u pacienti s kolorektalni rakovinou (Grothey a kol., 2008).

1.5. Pasivni targeting

V prostiedi nadoru se vyskytuji abnormalni anatomické a fyziologické principy. Diky
nekontrolovatelnému riistu nadorovych bunék a sekreci angiogenetickych faktorti dochéazi ke
vzniku vysoce dezorganizovaného cévniho prosttedi a k pfetizeni extravaskularniho

prostiedi.

Z nadorovych bun¢k jsou uvolniovany angiogenni faktory, které fidi stavbu stény
a morfologii krevnich cév (Bates a kol., 2002). Nadorové cévy jsou prerusované a velmi
fenestrované (Carmeleit a Jain, 2011). Stupenl fenestrace a zvySené permeability cév zavisi
na typu rakoviny, na jeji fazi a implantaci (Hobbs a kol., 1998, Hashizume a kol., 2000).
Nepravidelnosti, které se vyskytuji pii stavbé nddorovych cév, narusuji proudéni krve a
hydrostaticky tlak v cévach. (Carmeleit a Jain, 2011, Jain a Stylianopoulos, 2010). Dalsi
problém je proliferujici masa nadorovych bunék, ktera zptisobuje tlak na jiné cévy a zhorSuje

pratok krve (Padera a kol., 2004).

1.5.1. Pasivni targeting - EPR efekt (Efekt zvySené permeability a retence)

Cilena 1é¢iva mohou vyuzit tzv. EPR efektu. EPR efekt byl poprvé objeven v roce
1984 (Konno a kol., 1984). Zakladem EPR efektu je patologicky zvySend permeabilita
nadorového cévniho systému, diky ¢emuz mohou velké ¢astice (10-300 nm) proniknout do

intersticia nadoru (Kobayashi a kol., 2013).

1.5.1.1. ZvySena permeabilita

V nadorovém prostfedi probiha angiogeneze, pii které vznikaji cévy, tvotfené
nesouvislym epitelem. Cévy v nadoru jsou tedy fenestrované v rozsahu 200-2000 nm
v zavislosti na typu, lokalizaci a okoli nadoru (Hobbs a kol., 1998). Fenestrace cév tak

poskytne moznost extravazace tekutin a molekul do intersticia nadoru.
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1.5.1.2. ZvySena retence

V normélnich tkanich je extracelularni tekutina konstantn¢ vypousténa do
lymfatickych cév. To umozinuje staly odtok a obnovu intersticidlni tekutiny, dale navrat

extravazantnich roztoki a koloida zpét do obéhu.

V nadorech je lymfatickd funkce defektivni, koloidy se nemtzou vratit do ob&hu

a akumuluji se v nddorovém intersticiu.

1.5.1.3. Faktory ovliviiujici EPR efekt

Mezi faktory ovliviiujici EPR efekt patii zejména extravazace koloidt z krve a jejich
difuze do tkané. Dal§im faktorem je interakce koloida s extracelularnimi ¢i intracelularnimi
cili v prostfedi nadoru. Tyto faktory jsou ovlivnény pifedev§im typem nadoru, slozenim

nadorové tkan¢ a kompozice nadoru.

Na extravazaci koloidi z cirkulace se podili pfedev§im koncentrace koloidd v Krvi

a relativni propustnost cévni stény pro makromolekuly.

1.5.1.4. Blokace VEGF-R2

Alternativou vedouci ke zlepSeni EPR efektu miize byt také normalizace krevnich
cév. Napf. v modelu karcinomu, ve kterém doslo kblokaci VEGF-R2, tak byla
prokéazana lepsi penetrace nékterych 1éka (Chauhan a kol., 2012).

1.6. Aktivni targeting

Aktivniho targetingu se da dosahnout tak, Ze se vytvoii nanocéstice, kter¢ EPR
vyuzivaji a navic na povrchu nesou specifické ligandy ¢i protilatky (nebo proteiny, nukleové
kyseliny, sacharidy...(Saha a kol., 2010)). Diky tomu dojde k dokonalejsimu zacileni na
prezentované nadorové proteiny, lipidy ¢i sacharidy (Yu a kol., 2010, des Rieuf a kol.,
2013). Nanocastice pak v sobé mohou nést bud’ obecné cytotoxickou latku, nebo cytotoxicky
pusobici slouCeninu s vys§im zacilenim na mechanismy, které jsou pro nador

charakteristické a které se 1iSi od zdravé tkane.

Utinnost strategie aktivniho targetingu je ovlivnéna fyzikalné-chemickymi
vlastnostmi, jako hustota ligandu (Gu a kol., 2008) nebo velikost nanoc¢éstic (Jiang a kol.,
2008).
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1.7. Fosfatidylserin (PS)

Ukolem protinadorovych 1ékii je zni¢it nadorové buiiky, ale neoslabit normalni

buiiky. Proto je podstatné znat rozdily mezi nddorovymi a normalnimi buiikami.

Jednou zcest, jak zacilit protinadorovou 1é¢bu, je fosfatidylserin (PS). PS je
fosfolipid s negativnim nabojem. Tento naboj je zpusoben vazbou serinu na fosfatovou

skupinu (Kay a Grinstein, 2011).

V 50. letech minulého stoleti byla popsana jeho stavba (Baer a Maurukas, 1955). PS
tvoii 2-10% z celkového mnozstvi fosfolipidii vyskytujicich se v plasmatické membrané
(Vance a Steenbergen, 2005). Dale se PS nachazi také v endosomech a v endoplazmatickém

retikulu.

PS ma také dulezitou roli ve vazbé a aktivaci mnoha signaliza¢nich proteinti. Mezi
dalsi dulezité funkce PS se fadi také jeho tloha v ramci srazeni krve ¢i v apoptoze (Buckland

a Wilton, 2000).

U normalnich bunék se PS vyskytuje na vnitini strané cytoplazmatické membrany
(Bevers a kol., 1996). Na této vnitini vrstvé se nachézi také dalsi negativné nabity fosfolipid
fosfatidyletanolanin (PE). Fosfatidylcholin (PC) spolu se sfingomyelinem jsou soucasti
vngjsi vrstvy plazmatické membrany a oba maji neutralni naboj (Verkleij a kol. 1973). Dana
enzym se podili na specifickém transportu PE a PS pies dvojvrstvu fosfolipidl, ktera tvori
plasmatickou membranu (Seigneuret a Devaux, 1984). Inhibici enzymu translokazy nebo
aktivaci enzymu scramblazy (tento enzym je schopen transportu fosfolipidi (Zhou a kol.,

1997)) dojde k asymetrické zmén¢ fosfolipidu.

Pti n€kterych bunéénych procesech (napt. pii apoptdze nebo pii aktivaci trombocytil)
je PS exprimovan na vngjsi vrstvu cytoplazmatické membrany u normalnich bunék. Exprese
PS ma tedy funkci ,,eat me* signalu, ktery jsou schopné rozpoznat fagocyty. Fagocyty buiiku

nejprve rozpoznaji a nasledné ji fagocytuji.

V ramci nadorti se PS nejen nachazi na vnéj$i membrané nadorového endotelu, ale
navic je to celkovy znak membrany nddorovych bun¢k mnoha typi rakoviny. Stejné
vlastnosti jsou typické i pro metastazy. U melanomu B16 byla nalezena samovolné exprese

PS na bunkéach endotelu. Tyto bunky endotelu vSak neptfechazely do apoptdzy (Ran
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a Thorpe, 2002) kvuli expresi ,,don’t eat me* signali (Brown a Neher, 2012). Mezi tyto
»don’'t eat me* signaly patii CD31 a CDA47.

Za pomoci proteinu annexinu V se da zjistit exprese PS. Annexin V se vaze na PS pii
apoptoze (Lee a kol., 2013). Za pomoci fluorescenéniho mikroskopu nebo prutokového

cytometru je mozné analyzovat detekci Annexinu V (Martin a kol., 1995).

ZvySené mnozstvi PS na vnéjsi vrstvé membrany normalnich bunék bylo prokazano
pii nékterych podminkach, podobnych tém v nadoru. Mezi tyto podminky patii napi.
inkubace v prostfedi s nizkym mnozstvim O, (1% O, hypoxie) nebo H,O, — roztok

0 100mM koncentraci, popi. nékteré zanétlivé cytokiny (Ran a Thorpe, 2002).

Tabulka I. uvadi podminky, pfi kterych byla pozorovana zvySend exprese PS

vyskytujiciho se na vn&j$i vrstvé plazmatické membrany. Nejvyssi expresi PS zpisobil

v v

a Thorpe, 2002).
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Tabulka I: Vliv rastovych faktort, cytokind, peroxidu vodiku a stresu na expresi PS v buiikach

endotelu (bEnd.3, mouse brain endothelioma cells) in vitro (Ran a Thorpe, 2002).

125]—Annexin
V (% of max

binding)*
ABAE DbEnd.3
Treatment Concentration cells cells
Medium with 10% serum N/A 0 0
Actinomycin D + TNFa 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
TGEB, 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-15 10 ng/mL 5.8 3.5
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« Same as above 33.0 36.0
pH 6.6 N/A 20.2 18.9
Hydrogen peroxide 100 uM 095.5 98.4

PS, nachazejici se na endotelidlnich buiikdch nddoru, by mohl byt vhodnym cilem
z nékolika divodi: (1) lokalizace PS na vné&jsi vrstvé plazmatické membrany je vhodné pro
intravendzni podani 1éku. (2) PS byl nalezen u né¢kolika nddord, napt. melanom BI6,
karcinom plic nebo tlustého stieva. (3) PS se nenachazi na vn&jsi vrstvé plazmatické

membrany normalnich endotelialnich bunék (Ran a Thorpe, 2002).

PS je proto dilezitym znakem nadorovych bunék a je mozné ho vyuzit k diagnostice

a 1é¢bé nadorového onemocnéni.
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2. Cile prace

e Vypracovani reSerSe analyzujici soucCasné poznatky o moznostech nadorové
imunoterapie
e Osvojeni si metody detekce exprese fosfatidylserinu na povrchu nadorovych bunék

e Studium vlivu nadorového prostiedi na povrchovou expresi fosfatidylserinu
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3. Material, metody

3.1. Chemikalie

e RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, USA)

e DNaza I (Roche Diagnostic, Némecko)

e Dual Apoptosis Assay with Nucview 488 Caspase-3 Substrate and CF640R Annexin
V (Biotium, USA)

e Liberaza DL (Roche Diagnostic, Némecko)

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

e Trypanova modt (Sigma-Aldrich, USA)

e PI - propidium jodid (Invitrogen, USA)

e H,0; - Peroxid vodiku (Sigma-Aldrich, USA)

e Trypsin (0,25% trypsin, 0,02 EDTA v HBSS, Sigma-Aldrich, USA)

3.2. Laboratorni zvirata

V pokusech byly vyuzity samice mysi kmene C57BL/6N, které pochazely z chovu
Charles River Laboratories. Tyto mysi pfisly do laboratoie jako 8 tydenni s vahou 18-20g.
Mysi byly chovany jednotlivé ve sterilnich boxech se stalym pfistupem ke krmivu a k
sterilni pitné vodé€. Ve zvéfinci byla udrZzovana konstantni teplota 22 °C, relativni vlhkost

byla 65 % a fotoperioda byla setizena na 12/12 hodin.

3.3. Priprava nadorovych bunék B16-F10 pro in vivo a in vitro pokusy

Pouzita bunééna linie B16-F10 byla kultivovana v médiu RPMI 1640 s obsahem 10%
fetalniho bovinniho séra (BOFES), 1% glutaminu, 1% antibiotik a 0,1% merkaptoetanolu.
Kultivace probihala pti 37 °C v termostatu za atmosféry s 5 % CO,. Poté, co buiiky narostly,
byly zbaveny kultivacniho média a nasledné se tfikrat promyly sterilnim pufrovanym
fyziologickym roztokem (PBS). Po promyti se k adherovanym burikam ptidala trypsiniza¢ni
smés (0,25% trypsin, 0,02% EDTA v HBSS). Bunky spolu s trypsiniza¢ni smési byly opét
vlozeny do termostatu (teplota 37 °C, 5 % CO;) na jednu minutu. V termostatu doslo
Kk uvolnéni bun¢k. Pfidanim RPMI 1640 s 10% BOFES byla trypsinizace zastavena.
Nasledné se bunky centrifugovaly (5 min/4 °C/160 g) a vznikly pelet rozsuspendovéan v

RPMI 1640 bez séra. Posléze byla pocitdna bunéfna koncentrace v 1 ml za pomoci
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Biirkerovy komirky. Po zjisténi koncentrace se buné¢na suspenze nafedila na pozadovanou

koncentraci 4x10° bungk/ml RPMI 1640 bez séra.

3.4. Transplantace nadorovych bunék B16-F10

Nédorové buiiky B16-F10 byly subkutanné transplantovany do pravého oholené¢ho
boku mysi. Bylo aplikovano 0,1 ml melanomové suspenze (B16-F10 s RPMI 1640 bez séra),
ktera obsahovala 400 000 bun¢k.

3.5. Meéreni velikosti nadora

Za pomoci kaliperu byla zméfena velikost nadord. Pro ziskéni vypoctu objemu nadorové
masy byl pouzit vzorec V = n/6AB? | kde A zna&i nejveétsi rozmeér nadoru (délku), B znaci

nejmensi rozmér nadoru (vysku).

3.6. Analyza dat

Vysledna data byla zpracovana v programu STATISTICA 12. Statistickd vyznamnost byla
urcena za pomoci metod t-test a ANOVA. Chybové usecky reprezentuji standardni odchylku
praméru (SEM).
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4. Experimenty

4.1. Studium otazky exprese fosfatidylserinu na povrchu nadorovych

bunék pomoci priitokové cytometrie

4.1.1. Porovnani miry exprese fosfatidylserinu ve stfedu a okraji nadoru a porovnani
vhodnosti zna¢eni mrtvych/umirajicich bunék pomoci propidium jodidu nebo

kaspazy-3 v tomto typu analyzy

Tento pokus mél dva hlavni cile. (1) Prvnim cilem tohoto pokusu bylo porovnat miru
exprese fosfatidylserinu (PS) ve stfedu a okraji mySiho melanomu (B16-F10).(2) Zaroven
byly porovnavany dva zpusoby analyzy exprese fosfatidylserinu a to kombinace znaceni
annexin V (PS) + kaspaza 3 (znaceni apoptotickych bunék) a kombinace znaceni annexin V

(PS) + propidium jodid (znaceni nekrotickych bunék).

V ramci tohoto pokusu byly analyzovany 3 nédory stejného stafi a podobné velikosti.
Néadory byly zméfeny kaliperem. Mysi byly zabity strzenim vazu, nadory vypitvany.
Nésledné byly vypocitany objemy nadord.

Nadory byly skalpelem rozdéleny na stfedovou a okrajovou ¢ast. Takto pfipravené
¢asti nadorti byly rozstithany na malé kousky do pfipravenych 2 ml mikrozkumavek
eppendorf s 1 ml RPMI obsahujiciho enzymy DNase (vysledna koncentrace 0,2 mg/ml)

a Liberase (vysledna koncentrace 0,33 mg/ml).

Mikrozkumavky eppendorf byly tiepany 1 hod pfi 37 °C (400 kmitl/minutu). Poté
byly centrifugovany (5 min/160 g /4 °C), supernatant odlit a pelet rozsuspendovan v PBS.
Nadorové suspenze byly pteneseny pies filtr (70 pm) do 50 ml centrifugacnich zkumavek.
Nasledné byla spoctena koncentrace bunék v Biirkerové komirce. Bylo odebrano vzdy
200 000 nadorovych bun¢k ze suspenzi z okraje naddoru a ze stfedu nadoru pro jeden vzorek.
Burniky byly pfeneseny do zkumavek uréenych pro pritokovou cytometrii. Od kazdé bunééné
suspenze (tf1 suspenze ze stfedu a tfi suspenze z okraje nadoru) byly vzdy pfipraveny dva
identické vzorky (z divoda dvojiho znaceni pro analyzu na pratokovém cytometru) Buiky
byly jest¢ jednou promyty centifugaci (5 min/160 g/4 °C), supernatant slit a pelet
rozsuspendovan v 200 pl 1X Annexin V Binding Bufferu V (pfedem fedény 1:4 s H,0),
ktery byl soucasti kitu Dual Apoptosis Assay with Nucview 488 Caspase-3 Substrate and
CF640R Annexin.
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U vzorki bylo délano znaceni dvojiho typu:

A) K prvni sad€ vzorkl byl pfidan Annexin V v mnozstvi 5 pl/zkumavku a kaspaza 3
vV mnozstvi 5 pl/zkumavku. Takto znacené vzorky byly inkubovany 20 minut ve
tmé pii pokojové teploté. Tato kombinace (Annexin V + kaspaza 3) umoziiuje
oznacit bunky exprimujici PS (annexin V pozitivni builky) a ziroven bunky
apoptotické (kaspaza 3 pozitivni bunky)

B) kdruhé sadé vzorku byl pfidan Annexin Vv mnozstvi 5 upl/zkumavku
a Propidium iodide (PI) v mnozstvi 5 pl/zkumavku. Zde byly vzorky nejprve
inkubovany s Annexinem V po dobu 15 minut ve tm¢ pii pokojové teploté a poté
byl ke vzorkim pfidan PI a vzorky byly inkubovany dalSich 5 minut. Tato
kombinace (Annexin V + PI) umoziuje oznacit buiikky exprimujici PS (annexin

V pozitivni buiiky) a zaroven buiiky nekrotické (PI pozitivni buiiky).

Po uplynuti inkubace byly vzorky z obou typi znaceni doplnény 400 pl 1X Annexin
V Binding Bufferu V a zméfeny na prutokovém cytometru. Po nastaveni pritokového
cytometru BD FACS auto™ Il (viz Tab. 1) byly jednotlivé vzorky zméfeny. Bylo
zaznamenano 20 000 udalosti. Vysledky byly zpracovany a vyhodnoceny v programu BD
FACSDiva verze 6.1.3.

Tab. II: Nastaveni pritokového cytometru.

Nastaveni laseru

Window Extension |2

FSC Area Scaling 0,5

Laser Delay Blue 0

Laser Delay Red 30,69

Area Scaling Blue [0,5

Area Scaling Red 1,32

4.1.2. Vliv pusobeni peroxidu vodiku na expresi fosfatidylserinu u nadorovych bunék
B16-F10

V nasledujicim in vitro pokusu byla zjiStovana mira exprese fosfatidylserinu (PS) na
nadorovych bunkach B16-F10 v zavislosti na plsobeni peroxidu vodiku. Z namnoZenych
nadorovych bun¢k B16-F10 bylo slito médium. Buiiky byly 3x promyty PBS (fosfatovy
pufr s chloridem sodnym, pH 7,3-7,4). K bunikam byla piidana trypsiniza¢ni smés (0,25 %
trypsin, 0,02 EDTA v HBSS), kter4 je diileZita pro jejich uvolnéni ze stény kultivacni lahve.
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Buiiky byly protiepany a inkubovany jednu minutu v termostatu pii 37 °C. Poté byla
trypsinizace zastavena piilitim media RPMI s 10% BOFES. Bunky byly prelity do
centrifugacni zkumavky, spocteny a nafedény na koncentraci 500 000 buné¢k/ml. Déle byly
bunky rozpipetovany do 24 jamkové desticky po 400 ul (200 000 bun€k)na jamku. Jamky
byly dale doplnény 550 ul média RPMI s 10% BOFES.

Do 9 jamek bylo k bunécné suspenzi pridano 50 pl 2mM H,0; (finalni koncentrace
H,0; byla 0,1 mM), do dalSich 9 jamek bylo k buné¢né suspenzi ptidano 50 ul PBS a ve
ttech dalSich jamkéach byly kontrolni skupiny (kontrola pro nastaveni pratokového

cytometru). 24 jamkova desticka je znazornéna na obr.1.
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Obr. 1: Znazornéni vzorkd dle obsahu a dle doby inkubace
Analyza exprese PS v zavislosti na piisobeni H202

Po kazdém inkuba¢nim intervalu (1 hodina, 2 hodiny, 4 hodiny) byly analyzovany
vzdy 3 jamky s B16-F10 + H202 a 3 jamky s B16-F10 + PBS.

Obsah jamek byl promichian a pifenesen do zkumavek urcenych pro pratokovou
cytometrii. Dané zkumavky byly stoceny (5 min/160 g /4 °C) a supernatant slit. Buiiky byly
rozsuspendovany v 200 ul 1x Binding Bufferu (BB). Ke vzorkiim bylo pfiddano 5 pl Annexin
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V. Vzorky byly inkubovany 25 minut ve tmé pfi pokojové teploté, poté bylo ke vzorkiim
ptidano 5 ul PI (propidium jodid, koncentrace 2,5 mg/ml). Vzorky byly opét inkubovany 5
minut ve tmé pii pokojové teploté. Po uplynuti inkubacni doby bylo ke vzorktim pifidano 400
ul BB. Vzorky byly promichdny a zméfeny pomoci pratokového cytometru. Jako kontrola
pro nastaveni priitokového cytometru slouzil vzorek znaceny pouze Annexinem V, vzorek

znaceny pouze PI a zcela neznacena kontrola.

Po nastaveni pritokového cytometru BD FACS auto™ 11 (viz Tab. I) byly jednotlivé
vzorky zméfeny. Bylo zaznamenano 20 000 udalosti. Vysledky byly zpracovany
a vyhodnoceny v programu BD FACSDiva verze 6.1.3.
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5. Vysledky

5.1. Studium otazky exprese fosfatidylserinu na povrchu nadorovych

bunék pomoci priitokové cytometrie
Byly analyzovany tfi nadory o objemu uvedeném v Tab. II.

Tab. 1I: Objemy nadoru.

nador objem (cm®)
Al 0,99

A2 1,52

A3 1,8

5.1.1. Porovnani miry exprese fosfatidylserinu ve stiedu a okraji nadoru

Bunky v jednotlivych vzorcich analyzované pomoci kitu (Dual Apoptosis Assay with
Nucview 488 Caspase-3 Substrate and CF640R Annexin V) byly pfi analyze pritokového
cytometru rozdéleny na 4 populace bunék v zavislosti na expresi fosfatidylserinu a

pfitomnosti kaspazy-3:

(1) populace bun¢k annexin V-/kaspaza 3+,
(2) populace bun¢k annexin V+/kaspaza 3+,
(3) populace bun¢k annexin V-/kaspaza 3-,

(4) populace bun¢k annexin V+/kaspéza 3-.
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Na Obrazku 2 je uveden ptiklad vystupu z FACS analyzy u vzorku B16-F10 (stfed

nadoru) s pfitomnosti kaspazy 3.

expirese P5-A3 stred kasp

[
=2
- _annexin—}'k;a'spik-
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R |||||||||”|||||||||| | | ||||||| | I ||||||| I |||||||| I
2 3 a 5
114 0 10 0 10 10
APC-A

Tube: A3 stred kasp
Faopulation #Events %WFarent %Total
- all events 945,431 | 10000
M e16-F10 20108 214 214
W siglety 18,345 912 19.2
. Pl-tannexin+ 15.528 24 6 16.3
[ Pl+iannexin+ a 0.0 0.0
- PHrannexin- 2,817 15.4 3.0
- Pl+rannexin- a 0.0 0.0
[l annexin-tkasp+ 73 0.4 0.1
-l annexin+ikasp+ 1,264 6.9 1.4
[l annexin-kasp- 2,451 13.4 2h
. annexin+ikasp- 14,852 793 158.2

Obr. 2: Ptiklad vystupu z FACS analyzy u vzorku B16-F10 (stted nadoru)

S ptitomnosti kaspazy 3.
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Na Obrazku 3 je uveden piiklad vystupu z FACS analyzy u vzorku B16-F10 (okraj

nadoru) s pfitomnosti kaspazy 3.

exprese PS5-A2 okraj kasp

=
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._ all events 114 5445 e 100.0
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..... . Pl-fannexin+ 11,6498 5.3 102
----- B Fi+iannexin+ 0 0.0 0.0
----- B Fl-iannexin- B,205 347 5.4
----- B Fi+iannexin- 0 0.0 0.0
----- B annexin-fkasp+ 109 0.6 0.1
----- B annexin+ikasp+ 758 4.2 0.7
----- B =nnexin-fkasp- 5,232 28.2 4.6
----- B annesin+ikasp- 11,804 65.9 10.3

Obr. 3: Piiklad vystupu z FACS analyzy u vzorku B16-F10 (okraj nadoru)

S ptitomnosti kaspazy 3.

Cast bungk analyzovanych pomoci Annexinu V a propidium jodidu byla pii analyze
pratokovou cytometrii rozdélena na 4 populace bunck v zavislosti na expresi fosfatidylserinu

a praniku propidium jodidu do bungk.
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(1) populace bunék annexin V-/ Propidium iodide+,
(2) populace bun¢k annexin V+/ Propidium iodide+,
(3) populace bunék annexin V-/ Propidium iodide-,

(4) populace bun¢k annexin V+/ Propidium iodide-.

Na Obrazku 4 je uveden piiklad vystupu z FACS analyzy u vzorku B16-F10 (stfed

nadoru) s pfitomnosti propidium jodidu.

exprese PE-A3 stred Pl

PI-fannexin+ PI+/annexint
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----- B =rnexin+ikasp+ 0 0.0 0.0
----- B annexin-fkasp- 1,434 8.2 0.7
----- . annexin+/kasp- 14,4987 918 a.z

Obr. 4: Ptiklad vystupu z FACS analyzy u vzorku B16-F10 (stied nadoru)

s ptitomnosti propidium jodidu.
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Na Obrazku 5 je uveden piiklad vystupu z FACS analyzy u vzorku B16-F10 (okraj

nadoru) s pfitomnosti propidium jodidu.

e¥prese P5-A2 okraj Pl
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----- B Fi+iannexin+ 783 4.5 0.2
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----- B annexin-ikasp- 7674 44.2 4.3
..... . annexin+/kasp- 9 707 55.8 2.4

Obr. 5: Piiklad vystupu z FACS analyzy u vzorku B16-F10 (okraj nadoru)

s pfitomnosti propidium jodidu.

Z hlediska vysledku jsou cilovou populaci buriky annexin V+/kaspaza 3-, respektive
annexin V+/propidium iodide-. Tyto bunky exprimuji PS a zaroven jsou Zivé.

Nameétené hodnoty zivych PS exprimujicich bunék 1 jejich procentualni zastoupeni
ve stfedu a okraji nadoru jsou zpracovany do grafu v Obr. 6 a Obr. 7 (na Obr. 6 byly mrtvé
a umirajici buniky eliminovany pomoci kaspazy 3 (apoptopické), na Obr. 7 pomoci PI

(mrtvé).
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Z grafl vyplyva, ze nezavisle na pouziti kaspazy 3 a PI exprimuje stfedova cast

nadoru vice PS nez okrajova ¢ast nadoru.

exprese PS na bunikiach B16-F10 ze stfedu a okraje nadoru -
populace bunék annexin V+/Kaspaza 3-
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Obr. 6: Studium otazky exprese fosfatidylserinu na povrchu nadorovych bunék

odebranych ze stfedu a okraje nadoru - populace bun¢k annexin V+/Kaspaza 3-.
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Obr. 7: Studium otazky exprese fosfatidylserinu na povrchu nadorovych bun¢k

odebranych ze stiedu a okraje nadoru - populace bun¢k annexin V+/propidium jodid-.
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5.1.1.1. Porovnani vhodnosti zna¢eni mrtvych/umirajicich bunék pomoci propidium

jodidu nebo kaspazy-3 v analyze exprese PS

Pti analyze exprese PS je podstatné odliseni zivych a mrtvych bunék, proto byla
v ramci tohoto pokusu zjisStovana vhodnost znaceni mrtvych/umirajicich bunék pomoci

propidium jodidu nebo kaspazy-3.

Propidium iodide by mél byt schopny oznacit buniky nekrotické, zatimco kaspéza 3 je
pritomna v bunikach apoptotickych. Podle vysledka se vSak zda, ze jak PI tak i substrat pro
kaspazu — 3 znaci témét stejnou populaci bunék. Toto je ziejmé 1 z grafti Obr. 2 a Obr. 3,
kdy bylo dosazeno velmi podobnych hodnot zivych bun¢k exprimujicich PS jak za pouziti PI
tak kaspazy-3 (rozdily byly jen malé, pravdépodobné zptisobené méfici odchylkou).

Eliminace mrtvych bun€k pomoci PI umoznila lepsi podminky pro rozpoznani mrtvy
a zivych bun¢k (Iépe rozliSitelnd hranice pozitivity a negativity) nezli pouziti kaspazy-3.
Ztohoto divodu byl vnasledujicim experimentu pouzit PI pro eliminaci

mrtvych/umirajicich bunék.

5.1.2. Porovnani miry exprese fosfatidylserinu u nadorovych bunék B16F10

Vv zavislosti na puisobeni peroxidu vodiku

Pomoci Annexinu V a Propidium iodidu byly bunky opét rozdéleny na 4 populace

Vv zavislosti na expresi fosfatidylserinu a priniku propidium jodidu do bunék.
Z hlediska vysledkt byly opét cilovou populaci buriky annexin V-+/propidium jodid.

Na Obr. 8 je zobrazen graf, ktery vyjadiuje miru exprese fosfatidylserinu (PS)
ubun¢k B16-F10 vV zavislosti na ptisobeni peroxidu vodiku. Z grafu vyplyva, ze hodinova
ani dvouhodinovéa inkubace bunék B16-F10 s peroxidem vodiku o dané koncentraci 0,1 mM
nezpusobuje zvySeni exprese PS. Po ¢tythodinové inkubaci miizeme vidét u skupiny s H,0;
zvySeni exprese PS na 16,3 %. Toto zvySeni exprese PS bylo vSak pravdépodobné
zpiisobeno postupnym umirdnim bunck (bunky byly sice stale v pritokovém cytometru PI
negativni - tedy ,,zivé", ale pfi bliz§im mikroskopickém zkoumani byly buiiky neadherentni

a jevily zndmky umirant).
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Obr. 8: Studium otazky exprese fosfatidylserinu na povrchu nadorovych bunék

Z bunééné kultury B16-F10 v zavislosti na ptsobeni peroxidu vodiku.
Hladiny statisticky vyznamného rozdilu:

*p< 0,05 vici skupiné bez H,0,
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6. Diskuze

V ramci této prace bylo potvrzeno, Ze zivé nadorové bunky melanomu B16-F10
exprimuji PS a zaroven neptechéazeji do apoptozy. PS je tedy nddorovy marker také u bunck,
které nejsou apoptopické. Tento fakt je ve shodé s poznatky Riedl a kol. z roku 2011. Tym
Riedl a kol. navic prokazal, Ze PS je exprimovan nejen v nadorovych bunéénych liniich, ale
také v metastazach. Pouzité nadorové linie Vv praci Riedl a kol. byly odvozeny
z nenadorovych bunék a malignich melanomu, z glioblastomu a z dalSich typt nadoru.

Shledana exprese PS také nebyla znakem apoptdzy, coz se shoduje s nasi praci.

Dale bylo v nasi préci zjisténo, ze exprese PS je vétsi u bunck, nachazejicich se
uvniti nadoru nez na jeho okraji. Tyto buiiky také nejsou apoptopické ani nekrotické
a exprese PS je jejich pfirozena vlastnost. Tento fakt mliZze souviset se snizenym mnoZstvim

O3 a niz8im pH ve stfedu nadoru, ale vyznam a mechanismus by bylo tfeba objasnit.

Tato exprese dava predpoklad pro cilenou terapii. Je tedy mozné uvazovat
0 komplexech annexinu V spolu s toxinem (Van Engeland a kol. 1998). Dana problematika
byla feSena za pomoci latky bavituximab, coz je protilatka proti PS. Lécebné efekty ale
nebyly pfilis§ silné (Gerber a kol. 2011). Protilatka ma totiz velkou molekulovou hmotnost.
Komplex protilatky s annexinem V bude tedy jen obtizné pronikat vétSinou velmi denznimi

nadory.

Vysoka koncentrace nadorové specifického PS umoziiuje uvazovat o intratumoralni
aplikaci léCiva.

Buniky byly v této praci znafeny kaspazou-3 (apoptopické bunky) a propidium
jodidem (nekrotické buiiky). Bunécné frakce oznacené kaspazou-3 odpovidaly bunécné
frakci s PI, coz umoznilo v dal$im experimentu provadét znaceni mrtvych bunék PI. PI byl
pouzit kvili lepSimu rozliSeni bun€k v analyze z pritokového cytometru oproti rozliSeni

s kaspazou-3.

V ramci in vitro pokusu bylo zjisténo, Ze inkubace nadorovych bunék B16-F10
s peroxidem vodiku vede po Ctyfech hodindch ke zvysené expresi PS. To odpovida praci Ran
a Thorpe z roku 2002, ve které byla méfena exprese PS na nadorovych cévach. Ran a Thorpe
zjistili, Ze PS se vyskytuje ve vysokém procentu na endotelidlnich builkédch v riznych
solidnich nadorech (40 % v B16 tumoru). Tyto bunky ve vétSiné piipadi nevykazovaly
znamky apoptozy a PS pozitivni cévy nebyly morfologicky abnormalni pfi pozorovani ve

svételném mikroskopu. Mirné oxidativni stresy, zpusobené ptimo (aplikaci peroxidu vodiku)
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¢i nepifimo (hypoxie/reoxygenace, acidita, thrombin, zanétlivé cytokiny — TNF, IL) mozna
hraji roli v indukci PS exprese na nadorovém endoteliu, at’ jiz tyto stresy pusobi individualné

¢1 kolektivné.

Z toho se da usoudit, ze pozorovana exprese PS u nddorovych bunék by mohla
souviset s imunitnimi procesy probihajicimi v nadorech, kdy atak bunék vrozené imunity je

spojen s oxidativnim vzplanutim s produkei peroxidu vodiku.

Bez ohledu na to, do jaké miry peroxid vodiku bunky poskodi, je exprese PS
vyznamna a pouzitelna. Buiiky zabijejici latky (napt. radiofarmaka), které by se vazaly na PS
(napf. prostfednictvim annexinu V) by ptetrvavaly v nadoru déle a diky této imobilizaci by

i déle pusobily.

Nas tym se zabyva nadorovou imunoterapii zaloZenou na synergii TLR agonistl se
stimulaci fagocytdzy (napf. Janotova a kol. 2014, Caisova a kol. 2016, Waldmannova a kol.
2016). Pro stimulaci fagocytdozy se pouzivaji ligandy vazajici se na buiky nespecificky.
Vyrazny vyskyt PS na nadorovych buikéach vyskytujicich se zejména uprostied nadoru dava
ptedpoklad pro konstrukci ligandi, vazajicich se na nadorové buiiky specificky. Imunitni
atak je spojen s iniciaci akutniho zanétu, tudiz dochazi i k produkci peroxidu vodiku. Ten,
jak zjistujeme, prispiva k zesileni exprese PS na povrchu nadorovych bunék, a tedy zlepsuje

dale podminky pro vazbu ligandd.

K doposud pouzivanym targetiim je tedy mozné uvazovat i o PS jakozto zajimavém
cili. Diky PS by mohl byt umoznén targeting podporujici atak vrozené imunity a navozujici

imunizaci organismus (Marabelle a kol., 2014).
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7. Zavéreéné shrnuti

e Byla provedena reserSe zamétena na specificky targeting.

e Bylo zjisténo, ze dochazi k expresi PS jakozto markeru u nddoru B16-F10.

e Exprese PS u nadorovych bunék B16-F10 je vétsi ve stfedu nadoru nez na jeho
okraji.

e H>0O, ma vliv na expresi PS v bunécné linii B16-F10.
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