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Abstrakt

Virové částice představují díky své struktuře a schopnosti vstupovat do buněk, kde uvolňují svůj

obsah, atraktivní nástroj pro dopravu látek do buněk. Pro terapeutické využití virů je třeba zajistit

specifický a vysoce účinný vstup do cílových buněk. K tomuto účelu byly vyvinuty různé techniky

směrování virů na požadované receptory. Tato práce nabízí přehled metod používaných při

přesměrování virů se záměrem zhodnotit dosavadní úspěšnost přesměrování z hlediska specificity a

účinnosti vstupu vytvořených virových částic do buněk. Na základě publikovaných dat a s ohledem na

mechanismy virové infekce ukazuje, že je obtížné zamezit nespecifickému vstupu virových částic do

buňky a dosažení absolutní specificity je zřejmě nemožné. I přes tato drobná omezení jsou virové

nanočástice převratným terapeutickým nástrojem pro dopravu látek do buněk a je třeba jejich

potenciálu využít.

Klíčová slova: virové dopravní systémy, VLPs, směrování, vazba na receptor, tropismus,

internalizace viru, selektivita, pseudotypování, usměrněná evoluce

Abstract

Due to their structure and ability to enter cells where they release their content, viral particles represent

an attractive tool to deliver cargo to a cell. For therapeutic usage of viruses it is necessary to ensure the

specific and highly efficient entry to target cells. This thesis offers an overview of methods used for

virus retargeting with the intention to evaluate the success of retargeting in terms of specificity and

efficiency of designed viral particles when entering a cell. On the basis of published data and

considering the mechanisms of viral infection, the thesis demonstrates the difficulty to prevent the

nonspecific viral particles from entering the cell and concludes that reaching total specificity is

apparently impossible. Despite these small limitations, viral nanoparticles are a revolutionary

therapeutic tool for delivering cargo to the cell and it is necessary to exploit their potential.

Keywords: viral delivery systems, VLPs, targeting, receptor binding, tropism, viral intarnalisation,

selectivity, pseudotyping, directed evolution
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1 Úvod
Viry odedávna sváděly se svými hostiteli boj o přežití. V poslední době se však tato role mění

a zbraně, které si viry po mnoho let společné evoluce vyvinuly proti nám, teď využíváme v náš

prospěch. Viry se totiž dokáží pro imunitní systém leckdy nepostřehnutelně pohybovat po našem těle,

vázat se na některé buňky, do těchto buněk vstupovat a vnášet sem svou genetickou informaci. Tato

schopnost se přímo nabízí pro využití v metodách genové terapie. Pomocí virových vektorů je možné

zacílit genovou léčbu na konkrétní buňky těla (například nádorové či buňky s genetickými

poruchami). Současné technologie dokonce umožňují použití uměle vytvořených virových schránek

(kapsid) jako nanokontejnerů pro dopravu terapeutických nebo diagnostických látek do buněk. Pro

toto použití je však třeba mít jistotu, že virové vektory proniknou právě do námi vybraných buněk a ne

do jiných, kde by mohly způsobit poškození. V takovýchto případech je proto nutné pečlivě

analyzovat nikoliv účinnost exprese vnášených genů (která může být ovlivněna řadou faktorů), ale

výlučnost interakcí mezi virovou částicí a cílovou buňkou.

Cílem této práce je pomocí publikovaných dat zhodnotit, zda vůbec mohou virové systémy

nabídnout dostatečnou selektivitu, specificitu, a účinnost pro směrovanou dopravu látek do buněk a

zda mohou být takové virové systémy přesměrovány dle potřeb (např. na nádorové buňky). Pro

zodpovězení těchto otázek je důležité pochopit úlohu interakce virů s receptory při určení tropismu

viru a analyzovat současné znalosti o vazbě viru na receptor, internalizaci viru a exocytózu právě s

ohledem na možné aplikace virových částic pro směrovanou dopravu látek do buněk.
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2 Internalizace viru
Významnou roli při vývoji virových vektorů hraje tkáňový nebo buněčný tropismus

[schopnost viru infikovat nebo poškozovat specifické tkáně nebo buňky (Knipe a Howley, 2007)].

Tropismus je velkou měrou určen interakcí s buněčným receptorem, ale ne všechny buňky, do kterých

virus dokáže vstoupit, jsou pro něj zároveň permisivní - nemusí dovolit propuknutí virové infekce. Pro

dopravu látek virovými vektory (modifikované virové částice, které nejsou infekční a slouží

k přepravě DNA či jiných molekul) však postačí internalizace virové částice k tomu, aby byla látka do

buňky doručena, což znamená, že pro cílení nemusíme využívat pouze buňky permisivní pro virus. Na

druhou stranu skutečnost, že mnoho virů dokáže vstoupit i do jiných než permisivních buněk, může

snižovat specificitu doručení. Další úskalí spočívá v dosud téměř nezkoumaném nespecifickém vstupu

viru do buňky, například příjmem tekuté fáze. Důležitý může být i další osud viru, který je

nespecificky do buňky zavzat – zda má šanci uvolnit náklad na vhodném místě.

Proto je při pokusech o přesměrování virových částic třeba dobře rozumět mechanismu

interakce viru s buněčným povrchem a jeho následné internalizaci. Pro kvalitní přesměrování je třeba

uvážit zejména dva faktory - účinnost dopravy a její specificitu.

Účinnost dopravy pomocí virových částic je většinou hodnocena jako míra transdukce buněk

na počet vložených virových částic či genomů. Alternativně se při srovnávacích experimentech při

konstantním počtu užívaných variant virových částic/genomů hodnotí účinnost jako procento buněk,

do nichž virová částice vstoupí. Účinnost je ovlivněna prakticky na všech úrovních internalizace viru,

tedy od zachycení viru na povrchu buňky, interakce s receptorem, signalizace pro zahájení

endocytosy, v některých případech přestavby cytoskeletu, samotné endocytosy, úniku z endosomů, až

po případný průnik do buněčného jádra (Obr. č. 1). V in vivo experimentech je účinnost také

významně ovlivněna činností imunitního systému.

Specificitu dopravy pomocí virových částic lze definovat jako schopnost částic doručovat

virový obsah pouze do určitých (jasně definovaných) cílových buněk a ne do jiných. Ovlivňuje ji

zejména interakce s povrchovým receptorem, a proto je specificita často zaměňována za selektivitu.

Částice, která má pro některý receptor větší afinitu (selektivitu) než pro jiný, bude sice ochotněji (v

závislosti na rozdílu afinit a počtu receptorů) vstupovat do buněk obsahujících vysokoafinitní receptor,

ale s jistou pravděpodobností i do buněk jiných. Selektivita může být tedy do velké míry ovlivněna

např. změnou koncentrace nebo konformace receptorů, zatímco specificitu nelze těmito faktory

změnit. U virových částic nesoucích genetický materiál pro genovou expresi může být specificita

ovlivněna jinými faktory, např. přítomností buněčných enhancerů pro zahájení transkripce.
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Obr. č. 1: Kroky vstupu viru endocytosou

Vstup mnoha obalených i neobalených virů závisí
na endocytických drahách hostitelské buňky.
Několika krokový plán vstupu a rozvolnění jim
umožní pohybovat se z periferie buňky do
perinukleárního prostoru. Na znázorněném
příkladu se viry snaží doručit svůj obnažený
genom do nukleoplazmy. Interakce mezi virem a
hostitelskou buňkou začíná zachycením viru na
receptorech buněčného povrchu, následovaným
laterálním pohybem komplexu viru s receptorem a
indukcí signálů, které mají za následek
internalizaci virové částice endocytosou. Po
transportu váčky a doručení do lumen endosomů,
kaveosomů nebo endoplazmatického retikula
dojde ke změně konformace viru vyvolané
podmínkami uvnitř kompartmentu. Tato změna
způsobí penetraci viru nebo jeho kapsidy skrze
membránu do cytosolu. Obalené viry využívají
pro penetraci fúzi membrán, zatímco neobalené
viry indukují lýzi nebo tvorbu pórů. Po transportu
podél mikrotubulů se virus nebo jeho kapsida
naváže na komplex jaderného póru, jako v tomto
příkladu, podstoupí finální přestavbu a uvolní
virový genom do jádra. Detaily vstupní strategie
se liší mezi viry a buněčnými typy, ale mnoho
klíčových kroků zde ukázaných platí obecně.
Upraveno podle Marsh a Helenius (2006).

2.1 Interakce viru s receptorem
Rozhodujícím krokem virové infekce je vazba viru na povrchový buněčný receptor. Některé

viry se váží přímo na receptory, jež zprostředkují internalizaci viru, jiné se nejprve zachytí na

molekulách buněčného povrchu zřejmě díky nespecifické interakci (například elektrostatickými silami

se záporně nabitými sacharidy), odkud se potom mohou snadněji laterální difuzí přesunout ke

specifickému receptoru pro internalizaci viru (Mercer et al., 2010).

Viry pro svůj vstup do buňky využívají rozmanité molekuly nalézající se na buněčném

povrchu, které obvykle slouží buňce k jinému účelu, často váží ligandy, jejichž vazba vyvolá v buňce

signalizaci. Z pohledu virového vstupu tyto molekuly představují receptory vázající virus. Afinita

vazby buněčného receptoru se svým přirozeným ligandem nebývá příliš vysoká, což dává šanci virům,

aby svojí vyšší afinitou pro daný receptor dokázali receptor obsadit a využít jej pro svůj vstup. Viry

navíc často pokrývají při kontaktu s receptorem větší povrch tohoto receptoru než přirozené ligandy,

například virus virus lidské imunitní nedostatečnosti (HIV) či adenovirus (shrnuli Stuart a Jones,

1995).
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Pravidelné uspořádání virových částic navíc virům umožňuje zvýšit aviditu multivalentní

vazbou k receptorům.  Avidita závisí na počtu vazebných míst, která se vazby účastní a dochází tak

k násobení afinity jednotlivých interakcí. Příkladem takové vazby je vazba adenoviru na buněčný

receptor CAR (receptor coxsackie viru a adenoviru).  Lortat-Jacob et al. (2000) studovali kinetiku této

vazebné interakce a jednoznačně potvrdili, že při vazbě adenoviru na receptor se uplatňuje

mechanismus založený na multivalentní vazbě.  Adenovirus nese na svém povrchu výčnělky,

zakončené trimerní globulární doménou, tzv. knoflíkem. Tři molekuly receptoru CAR jsou vázány na

jediné adenovirové vlákno a celková síla vazby viru se dále zvyšuje s počtem interakcí mezi dalšími

vlákny a CAR, což zajišťuje pevnou vazbu viru k buňce (Lortat-Jacob et al., 2000).

Na základě pozorování vztahu mezi počtem receptorů pro virus na buňce a počtem vazebných

proteinů viru, či vztahem mezi velikostí viru a počtem vazebných míst pro virus na buňce navrhli již v

roce 1990 Wickham et al. (1990) teoretické modely receptorem zprostředkovaného připojení viru

k buněčnému povrchu. Prvním modelem jsou viry, jejichž přichycení k buňce je založeno na

monovalentní vazbě (Obr. č. 2a). Jsou to viry, které jsou stericky neschopné vázat více než jeden

receptor s vysokou afinitou, případně se jejich receptor vyskytuje na povrchu buňky ve velmi nízké

hustotě. Do této skupiny byl zařazen rhinovirus. Druhý způsob přichycení k buňce, který využívá

například adenovirus, je založen na multivalentní vazbě virového receptoru. Nejprve dojde k interakci

s jedním receptorem, která je následována řadou reversibilních vazeb k dalším receptorům (Obr. č.

2b). Je zde patrná negativní kooperativita celkové vaz by, neboť dochází k saturaci receptorů a další

viry se již nemohou na buňku navázat. Ve třetím modelu dochází k prostorové saturaci multivalentní

vazbou. Povrch buněk s vysokým počtem virových receptorů je plně obsazen virovými částicemi

dříve, než dojde k saturaci receptorů (Obr. č. 2c). Tímto způsobem se na povrch buňky zřejmě váže

virus vezikulární stomatitidy. Dalším, již dříve navrženým způsobem, je vazba viru pouze ke

specifickým oblastem buňky, tzv. doménám (Lipkind a Urbakh, 1988).

Obr. č. 2: Tři teoretické modely vazby viru na buněčný receptor

(a) Schéma monovalentní vazby viru na receptor. (b) Schéma multivalentní vazby viru na receptor, při níž
dochází k saturaci receptorů. (c) Schéma multivalentní vazby viru na receptor, při níž dochází k prostorové
saturaci. Upraveno podle Wickham et al. (1990).
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Je tedy zřejmé, že kromě afinity a avidity vazby, hraje při interakci viru s receptorem důležitou

roli také koncentrace a rozmístění receptorů určující stechiometrii vazby. Velké množství buněk

zřejmě nese molekuly, ke kterým se viry umí vázat, málokdy však virus pro vstup využívá molekulu

specifickou pouze pro jediný buněčný typ. K selektivní internalizaci viru určitými buňkami však

pravděpodobně dochází jen tehdy, vyskytuje-li se na povrchu kritické množství receptorů, které

umožní významnou vazbu viru (Wickham et al., 1990).

Multivalentní vazba viru může být pravděpodobně ovlivněna také geometrií virových částic.

Proteiny, které jsou vzdálenější od místa vazby k receptoru, mají menší pravděpodobnost, že se budou

nacházet ve vhodné rovině pro interakci s dalšími receptory (Wickham et al., 1990).

Dopad na účinnost virového vstupu do buňky má jistě i fakt, že hladina a distribuce receptorů

a koreceptorů je variabilní jak mezi různými typy buněk, tak i mezi buňkami stejného typu a dokonce i

v rámci jediné buňky (Gibbons et al., 2010).  Nejen celková koncentrace receptorů, ale jejich lokální

hustota může tedy hrát zásadní roli, a proto je třeba uvažovat i pohyblivost receptorů v plazmatické

membráně.

Vliv pohyblivosti receptoru na vstup viru do buňky zkoumal Ewers et al. (2007). Pomocí

metody interferometrické optické detekce zaznamenali stopu pohybu virionu SV40 (opičí virus 40)

navázaného na uměle vytvořené membráně. Tato metoda má nespornou výhodu v možnosti sledovat

neznačené objekty pouze na základě rozptylu světla. Vlastnosti sledovaného objektu tedy nejsou

pozměněny vazbou fluoroforu či jiné značky. Viriony SV40 navázané na molekule receptoru GM1 se

pohybovaly v membráně s difusní konstantou pouhých 0,0088 ± 0,0004 μm2/s. Metodou obnovení

fluorescence po fotovybělení (FRAP, z angl. fluorescence recovery after photobleaching) poté změřili

difusní konstantu fluorescenčně značeného gangliosidu GM1 zabudovaného v membráně. Tato

konstanta činila 3,8 ± 1,4 μm2/s. Vazba virionů na receptor tedy snížila pohyblivost GM1 receptoru

v membráně o více než 2 řády.

Metodou výpočetního modelování založeného na experimentálních datech získaných z umělé

membránové dvouvrstvy Szklarczyk et al. (2013) zkoumali roli difuse receptoru, koncentrace

receptoru a počtu receptorů vyžadovaných pro stabilní vazbu viru SV40 na receptor GM1. Zjistili, že

pro stabilní interakci tohoto viru s buňkou je zapotřebí po vytvoření prvního kontaktu s jedním

receptorem, navázat během krátkého časového úseku nejméně 4 receptory GM1. Při nízkých

koncentracích receptoru (které se zřejmě nacházejí v buňkách) je difuse receptoru důležitá pro

ustavení stabilní vazby. Při těchto fyziologických koncentracích je totiž pohyb receptorů v rámci

membrány důležitý pro nahromadění dostatečného množství navázaných receptorů. Když se receptor

pohyboval pomalu, viriony disociovaly z membrány předtím, než mohly shromáždit dostatečné

množství receptorů pro formaci stabilní vazby. V normálních buňkách dochází ke shlukování GM1
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molekul (Fujita et al., 2007; Parton, 1994), a SV40 je tedy schopen stabilní vazby i na buňky, jejichž

celková koncentrace GM1 je pro vazbu příliš nízká.

2.2 Vstup viru do buňky
Po zachycení viru na buněčném povrchu následuje receptorem zprostředkovaný vstup viru do

buňky. Obalené viry vstupují do buňky fúzí mezi lipidovým obalem viru a buněčnou membránou,

který je zajištěn glykoproteiny umístěnými v lipidové dvojvrstvě viru. Glykoproteiny jsou

membránové proteiny kódované virovým genomem, ale syntetizované buněčným aparátem. K jejich

zabudování do hostitelské membrány dochází při pučení viru z buňky. Některé viry jsou nezávislé na

pH, fúzují tedy s plazmatickou membránou, zatímco viry závislé na nízkém pH fúzují s membránami

endosomálních kompartmentů. Nejprve dojde ke štěpení prekurzoru virového glykoproteinu, čímž se

dostane do metastabilního stavu. Po vazbě viru na receptor či vystavení nízkému pH dojde ke

konformační změně a obnažení fúzního peptidu, krátké oblasti glykoproteinu, který umožní fúzi

membrán (shrnuli Eckert a Kim, 2001).

Některé obalené viry (závislé na pH) a všechny neobalené vstupují do buňky endocytosou.

Interakce viru s receptorem často vyvolá signalizaci, potřebnou pro zahájení endocytosy viru

připojeného k receptoru do buňky. Někdy však pro zahájení endocytosy nemusí být nezbytná aktivace

signální dráhy, ani vlastnost buněčného receptoru, ale pouze mechanické síly na membráně. Ewers et

al. (2010) totiž zjistili, že pokud se částice viru SV40 naváže na povrch buňky, kde je dostatečné

množství jeho receptorů (gangliosidů GM1), dojde samovolně k zakřivení membrány mnohonásobnou

vazbou receptorů a následně i tvorbě invaginací buněčné membrány obsahující viry dovnitř do buňky

(Obr. č. 3). Za odstřižení těchto invaginací od povrchu membrány je již zodpovědný buněčný aparát

(tyrosin kinázová signalizace, dynamika aktinového cytoskeletu, přítomnost cholesterolu

v membráně).

Ewers et al. (2010) dále objevili, že na tvorbu endocytických tubulů má vliv struktura

receptorového gangliosidu GM1. Modifikovaný gangliosid s kratším acylovým řetězcem sice umožnil

přichycení viru, ale nedošlo k tvorbě membránových invaginací, zatímco gangliosidy s delšími ať už

nasycenými či nenasycenými acylovými řetězci spontánní invaginaci umožňovaly. Rigidní struktura

uhlovodíkového řetězce tohoto gangliosidu je tedy podstatná pro infekci virem SV40. Prokázali dále,

že schopnost indukovat membránové invaginace sdílí také ostatní polyomaviry a dokonce některé

bakteriální toxiny (Shiga a cholera toxin), jejichž geometrie vazebných míst pro GM1 je podobná jako

u SV40.
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Obr. č. 3: Vazba SV40 indukuje membránové invaginace na buňce

Snímek z elektronové mikroskopie VLPs polyomaviru po 30ti minutách inkubace s buňkami CV-1. VLPs lemují
lumen tubulárních membránových invaginací (šipky). Měřítko 200 nm. Upraveno podle Ewers et al. (2010).

Vlastní zakřivení virů a jejich schopnost interagovat přímo a s vysokou aviditou s molekulami

na povrchu membrány může vyvolat tvorbu membránového zakřivení a invaginace v místě kontaktu.

Invaginace může zapříčinit akumulaci specifických lipidů, proteinů, které interagují s těmito lipidy

včetně signálních proteinů, které mohou být také aktivovány shlukováním receptorů, a molekul

snímajících zakřivení membrány. Všechny tyto molekuly se mohou společně podílet na stimulování

specifického endocytického aparátu (Doherty a McMahon, 2009). Mechanickou indukci zakřivení a

vchlipování membrány pravděpodobně nedokážou vyvolat viry s monovalentní vazbou na receptor,

například rhinovirus (Wickham et al., 1990).

Některé viry pro zvýšení frekvence vstupu do buňky využívají více mechanismů, jak

proniknout přes plazmatickou membránu do endosomálních kompartmentů. Virus chřipky například

využívá přibližně ze dvou třetin vstup pomocí endocytosy zprostředkované klatrinem, zatímco zbylé

částice vstupují do buňky cestou nezávislou na klatrinu i kaveolinu (Rust et al., 2004). Obě cesty

následně vedly k fúzi viru s vnitrobuněčnými membránami s podobnou účinností. Virové částice, které

byly transportovány pomocí klatrinu, iniciovaly vznik klatrinových váčků okolo viru de novo, a pouze

5 % všech částic asociovalo s oblastmi membrány, kde již klatrin akumulován byl. Rust et al. (2004)

dále navrhli, že silná multivalentní vazba viru chřipky na kyselinu sialovou, která je jeho receptorem,

může vést k zakřivení membrány okolo viru, čímž spouští tvorbu klatrinového obalu pod membránou.
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2.3 Nespecifický vstup viru do buňky

2.3.1 Cesty nespecifického vstupu

Pro doručení látek do buněk pomocí virových vektorů je třeba vědět, do kterých buněk je virus

schopen vstoupit a to nejen specificky, ale také nespecificky, ať už například makropinocytózou tekuté

fáze, či dosud neznámými mechanismy.

2.3.2 Proteinová korona

Nanočástice v tělesných tekutinách asociují s různými biomolekulami, zejména proteiny, které

se zachytávají na jejich povrchu a tvoří takzvanou proteinovou koronu. Tyto proteiny se mohou

vyměňovat v závislosti na okolním prostředí. Proteinový obal může mít vliv na interakci nanočástic

s buněčnými receptory a jejich vstup do buněk (shrnuli Monopoli et al., 2012). Doposud nebyl

proveden výzkum výskytu a případného vlivu proteinových koron na virech. Virové částice zejména

neobalených virů, které mají exponovanou kapsidu s mnoha vazebnými místy, se nanočásticím

strukturně podobají a je tedy možné, že se proteinová korona vytváří i na jejich povrchu. Pokud by

tomu tak skutečně bylo, proteinové korony by se podílely na nespecifickém vstupu viru do buňky

skrze některé z proteinů, které na virus adherovaly.

Zajímavý objev učinili Surviladze et al. (2012), když zjistili, že lidské papilomaviry (HPV) se

při infekci keratinocytů nejprve zachytí na nespecifickém faktoru na povrchu buňky, kterým jsou

heparan sulfátové proteoglykany (HSPG) (Giroglou et al., 2001; Joyce et al., 1999), a poté jsou

odstřiženy buněčnými metaloproteinázami z povrchu buňky v komplexu s těmito HSPG, růstovými

faktory (GF) a dalšími bioaktivními molekulami, které jsou přirozenými ligandy HSPG. Virus

následně využívá specificitu a vysokou afinitu asociovaných růstových faktorů pro přesun k receptoru

pro růstový faktor (GFR) a jejich interakci, HPV tedy s tímto receptorem neinteraguje přímo, ale přes

můstek vytvořený GF. Tato vazba zároveň vyvolá signalizaci potřebnou pro zahájení endocytózy. Ve

své studii ukázali, že HPV asociované se solubilními komplexy HSPG-GF mohou dokonce infikovat

buňky postrádající HSPG. Buňka tedy nemusí mít receptor pro vstup papilomavirů a přesto může dojít

k jejich vstupu, pokud se buňky nacházejí v blízkosti jiné buňky nesoucí HSPG.

2.4 Exocytóza internalizovaného viru
Exocytóza byla dosud studována především u nanočástic, kde hraje roli v setrvání nanočástic

v buňce. Panyam a Labhasetwar (2003) ukázali, že nanočástice, které nenesou směrující ligandy a tedy

nemohou vstupovat do buňky specificky, vstupovaly do buněk hladké svaloviny cév pomocí

pinocytosy tekuté fáze a nespecifikovaným receptorem zprostředkované endocytosy. Exocytóza

nanočástic byla pomalejší než exocytóza markeru fluidní fáze a byla závislá na energii. Intracelulární

hladina nanočástic se zvyšovala při udržení stálé koncentrace nanočástic v extracelulárním prostředí.



9

Po nahrazení extracelulárního média s částicemi čerstvým médiem se hladina intracelulárních částic

snížila. Délka přetrvání částic v buňce vzrůstala se vzrůstající dávkou částic v médiu. Odebrání séra

z média způsobilo zastavení exocytosy nanočástic, naopak přídavek BSA (hovězího sérového

albuminu) do média obnovoval exocytosu částic, což napovídá, že proteiny z média mohou být

adsorbovány na povrch nanočástic, či unášeny společně s nanočásticemi do buňky, kde interagují

s exocytickou dráhou a mohou způsobit vyšší míru exocytosy nanočástic.

Furumoto et al. (2001) pozorovali, že míra exocytosy polystyrenových nanočástic

v hepatocytech se lišila podle toho, jaké molekuly séra se na částicích před jejich endocytováním

zachytily. Zdá se tedy, že typ směrovacího ligandu na povrchu viru a tedy buněčný receptor ligandu

příslušející, má vliv na exocytosu viru, směruje totiž virus do konkrétní endocytické dráhy, která je

určitým způsobem propojena s dráhou exocytickou, což může určit dobu přetrvání nespecificky

zavzatých virových částic v buňce.

Gibbs a Lienhard (1984) odvodili, že za jednu hodinu se recykluje 20 % plazmatické

membrány adipocytů, přičemž membrány, které jsou internalizovány, jsou nahrazeny exocytickými

váčky ve stejné míře jako je míra internalizace. Lze tedy očekávat, že část nanočástic přítomných

v médiu by měla být neustále recyklována dovnitř a ven z buňky, zatímco část nanočástic vstoupí do

pozdních endosomů a lysozomu a některé částice z nich uniknou do cytoplazmy.

Uvnitř endosomů vznikají tzv. intraluminální váčky, kam jsou často dopravovány genomy

virů. Pokud endosom fúzuje s plazmatickou membránou, dojde k exocytose intraluminálních váčků ve

formě tzv. exosomů, které mohou být v extracelulárním prostředí pohlceny jinou buňkou a tím dojde

k přenosu viru do jiné buňky bez nutnosti interakce samotného viru s receptorem a tedy v podstatě

k nespecifickému vstupu viru do buňky (shrnuli Nour a Modis, 2014).

Exocytóza, s vyjímkou nově objevených exosómů, během virové infekce nebyla dosud

systematicky zkoumána. Naše nepublikované výsledky ukazují, že v průběhu produktivní infekce

myším polyomavirem k exocytóze nadbytečných virových částic dochází (Morávková, nepublikované

výsledky) a v nepermisivních lidských buňkách virus vydrží více než 48 hodin než je z buňky

odstraněn (Stančíková, nepublikované výsledky).
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3 Přesměrování virových částic
Viry jsou velmi dokonalými nástroji pro přenos nukleové kyseliny. Této schopnosti se využívá

zejména v metodách genové terapie, kdy může být do virové kapsidy uložena DNA kódující protein,

který je v cílových buňkách defektní, malé nukleové kyseliny s regulačními funkcemi a v neposlední

řadě také nukleová kyselina kódující antigeny pro vakcinaci (shrnuli Giacca a Zacchigna, 2012). Viry

a virům podobné částice (VLPs), které jsou tvořeny pouze obalovými proteiny, ale postrádají

nukleovou kyselinu, díky čemuž jsou neinfekční, mohou být také využity pro přenos léčiv, antigenů a

kontrastních látek do cílových buněk.

Pro aplikaci dopravy pomocí virových vektorů je třeba vytvořit virové částice, jež specificky

interagují s vybraným buněčným typem. V současnosti používané virové vektory však nejsou schopné

pokrýt veškeré spektrum buněk, na něž se má doprava cílit a je tedy třeba modifikovat virové částice

za účelem jejich přesměrování z přirozeného receptoru na receptor nalézající se na povrchu cílových

buněk. S tím je však spojeno úskalí, že ne každý buněčný typ nese na svém povrchu jedinečný typ

molekul, který by byl navíc schopen vyvolat internalizaci viru, a proto pravděpodobně v dohledné

době nebude možné cílit virové částice na libovolné buňky. Jako buňky, nesoucí charakteristickou

povrchovou molekulu, na které je zapotřebí dopravu cílit, můžeme označit nádorové buňky, neboť u

nich dochází k dramatickým změnám genové exprese při nádorové transformaci a dochází často

k nadměrné expresi některých povrchových molekul, mezi něž patří například prostatický specifický

membránový antigen (PSMA) nacházející se na buňkách rakoviny prostaty (Israeli et al., 1993),

molekula HER2/neu [receptor pro lidský epidermální růstový faktor vyskytující se ve zvýšené míře na

buňkách rakoviny prsu (Yarden, 2001)], či EGFR [receptor pro epidermální růstový faktor (Walker a

Dearing, 1999; Hirsch et al., 2003; Colquhoun a Mellon, 2002)].

Pro směrování a přesměrování virových částic bylo dodnes využito několika přístupů

modifikace virové kapsidy.  Při směrování dojde k využívání nových buněčných receptorů pro vstup

viru, ale virus má stále zachován i původní tropismus, zatímco přesměrování docílí nejen změny

vstupního receptoru, ale i zrušení vazby na receptor původní. Ráda bych zde jak jednotlivé přístupy,

tak i některé konkrétní pokusy o přesměrování virů rozvedla podrobněji, neboť na nich lze ukázat

možnosti a omezení virového směrování.

3.1 Přesměrování virových částic pseudotypováním
Pseudotypování je metoda nahrazení virových proteinů pro přichycení viru k buňce proteiny

příbuzného viru. U obalených virů jde o nahrazení těchto proteinů v lipidové dvojvrstvě, zatímco u

neobalených je nahrazen kapsidový protein jednoho viru kapsidovým proteinem jiného sérotypu téhož

viru či jiného viru. Tento přístup tedy může vést k unikátnímu tropismu pseudotypovaného viru.
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Adenoviry (Ad) jsou jedny z nejdéle studovaných a nejvíce užívaných vektorů pro genovou

terapii, a proto existuje mnoho publikovaných dat o různých formách jejich přesměrování, včetně

pseudotypování. Jak již bylo zmíněno, za vazbu na receptor je zodpovědná trimerní proteinová

struktura (nacházející se na vláknitém výběžku kapsidy) nazývaná knoflík. Nejlépe studovaný sérotyp

5 adenoviru (Ad-5) rozpoznává buňky nesoucí CAR (receptor coxackie viru a adenoviru) (Bergelson

et al., 1997). Pro přesměrování na buňky, které nenesou CAR je možno využít i pseudotypování,

přičemž je dobře prozkoumaný genom Ad-5 obalen kapsidovými proteiny nesoucími knoflíky jiného

Ad sérotypu případně i jiného viru. Mercier et al., 2004 zvolili pro přesměrování strukturní protein

zcela nepříbuzného viru, reoviru (neobalený virus s dvojvláknovým RNA genomem). Vytvořili

adenovirus, který na svém povrchu vystavuje trimerní reovirový vnější kapsidový protein σ1, jenž je

strukturně podobný adenovirovému knoflíku. Tento protein umožnil transdukci dendritických buněk

skrze adhezní molekulu těsných spojů 1 (JAM1, z angl. junctional adhesion molecule 1), která je

receptorem reovirů (Barton et al., 2001).

Murakami et al. (2010) se snažili zacílit adenovirové vektory na prostatické nádorové buňky,

na kterých se ale přirozený receptor adenoviru sérotypu 5, CAR, příliš nevyskytuje (Okegawa et al.,

2000). Zaměnili tedy vláknitou strukturu adenoviru sérotypu 5 za vláknitou strukturu jiných sérotypů

příslušejících druhu B adenovirů, které se na rozdíl od ostatních druhů neváží na CAR (Roelvink et al.,

1998). Potvrdili, že vytvořené vektory vstupují do buněk cestou, která je nezávislá na CAR a dále

ukázali, že vektor s vláknitou strukturou adenoviru druhu B sérotypu 3 velmi dobře vstupuje do

nádorových buněk prostaty, nejspíše díky interakci s receptorem CD46 (diferenciační skupina 46

fungující jako regulační protein komplementu), který je receptorem B druhu adenovirů (Sirena et al.,

2004; Fleischli et al., 2007) a je nadměrně exprimován na nádorových buňkách (Hara et al., 1992;

Thorsteinsson et al., 1998; Kinugasa et al., 1999; Murray et al., 2000). Zároveň však tento vektor

transdukoval i normální buňky prostaty (primární prostatické epiteliální buňky) ačkoli přibližně 13krát

méně účinně než buňky nádorové. Vytvořený vektor má tedy vysokou selektivitu pro buňky prostaty,

avšak pro zajištění specificity pouze na nádorové buňky prostaty by ještě bylo třeba provést další

modifikace.

Pro genovu terapii se také často využívají vektory odvozené od adeno-asociovaných virů

(AAV). AAV jsou malé neobalené viry nesoucí jednovláknovou DNA. Lze je jednoduše manipulovat

pro přenos heterologních genů a experimentálně využívat pro léčbu  monogenních genetických

chorob. Jednou z takových chorob je cystická fibróza. Jedná se o vážnou poruchu zapříčiněnou

nefunkčním transmembránovým regulátorem vodivosti (CFTR, cystic fibrosis transmembrane

conductance regulator), která se projevuje chronickým onemocněním dýchacích cest (Ratjen a Döring,

2003). Možnost její léčby genovou terapií v postnatálním věku je obtížná, Keswani et al. (2012) se

pokoušeli zjistit, jestli postižené špatně dostupné tkáně nejsou léčbě přístupnější in utero (v děloze).

Pro pokus použili adeno-asociovaný virus sérotypu 2 (AAV-2) a zjišťovali, zda jeho pseudotypováním



12

jinými sérotypy, proti nimž se v lidské populaci nevyskytuje tolik protilátek jako proti AAV-2 (Boutin

et al., 2010), dosáhnou vyšší účinnosti transdukce těchto tkání na modelu myši se štěpem lidské fetální

či dospělé průdušnice. Nejlépe buňky průdušnice transdukovala chiméra AAV2/8 (genom AAV-2

obalený kapsidovými proteiny AAV-8) a nepseudotypovaný AAV-2. Po jednom měsíci od aplikace

1011 virových částic bylo transdukováno zhruba 91% buněk respiračního epitelu a 54 % submukózních

buněk žláz sérotypem AAV2/8 a 93 % buněk respiračního epitelu a 37 % submukózních žláznatých

buněk v případě AAV-2. Po třech měsících od aplikace se transdukce obou typů buněk oběma typy

AAV zvýšila na 99 % [účinnost transdukce byla určena jako procento positivně zbarvených buněk

expresí LacZ (gen pro bakteriální β-galaktosidázu)]. Podobné výsledky úspěšného přenosu genů

poskytovaly i lentivirové vektory pseudotypované obalovými glykoproteiny viru vezikulární

stomatitidy (Lim et al., 2003) a další AAV vektory (Lim et al., 2002), zdá se tedy, že fetální

průdušnice by mohla být snadno přístupná jakékoli směrovací strategii. Jako důvody pro tuto

domněnku uvádějí Keswani et al. (2012) sníženou fyzickou bariéru, imunologicky tolerantní prostředí,

snazší přístup k vyvíjejícím se submukózním žlázám a možnost transdukovat kmenové buňky

respiračního epitelu. Selektivita pro transdukci fetální průdušnice byla ověřena porovnáním

s transdukcí průdušnice dospělého jedince, která byla významně nižší.

Použití chimérního AAV2/5 sérotypu (genom AAV-2 obalený kapsidovými proteiny AAV-5)

namísto běžného AAV-2 sérotypu umožnilo snížit účinnou dávku částic pro transdukci slinné žlázy

v myším modelu (Geguchadze et al., 2012). Po doručení genu byla jeho exprese stabilní po dobu 8

týdnů. Navíc nižší dávka snížila toxicitu vektoru pro organismus a zmírnila efekt na normální funkci

slinné žlázy.

3.2 Přesměrování virových částic spojením prvků prokaryotických a
eukaryotických vektorů

Nevýhodou používání vektorů odvozených od virů infikujících eukaryotické buňky je

zpravidla jejich široký tropismus, který brání specifickému směrování. Na rozdíl od eukaryotických

vektorů, prokaryotické virové vektory infikují savčí buňky s nízkou účinností, je však možné je

směrovat vložením epitopu, rozeznávajících určitý ligand do virové kapsidy. Hajitou et al. (2006)

zavedením AAV kazety do jednovláknového genomu bakteriofága a RGD (Arginin-Glycin-Aspartát)

motivu, rozpoznávajícího αv integrin [nadměrně exprimovaný protein v krevním řečišti nádorů (Arap

et al., 1998; Hood et al., 2002)] do kapsidy fága (AAV/fág) přesměrovali tento vektor in vivo na

nádorové buňky. Imunobarvením, pozitronovou emisní tomografií a zobrazováním bioluminiscence

studovali na myších nesoucích štěpy lidských nádorových tkání expresi reportérových genů

doručených vektorem. Genová exprese byla specifická pro buňky nádoru nesoucích integrin αv,

kontrolní vektor bez RGD motivu nebyl schopen nádorové buňky transdukovat (Obr. č. 4). Zdravé

orgány nebyly vektorem transdukovány. Po vložení cytotoxického genu do zkonstruovaného vektoru
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se podařilo docílit zmenšování nádoru. Vytvořený vektor by se mohl stát dobrým cíleným nástrojem

doručení požadovaných genů, ale i pro zobrazování rozložení konkrétních molekul v těle.

Obr. č. 4: Molekulární zobrazování myší nesoucích nádor zprostředkované směrovaným chimerním
virem AAV/fág

In vivo zobrazením bioluminescence exprese luciferázy po systémovém doručení AAV/fág. Nahé myši nesoucí
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samotné transdukce se aplikací vektoru nesoucího CD40L interagujícího s CD40 receptorem podařilo
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Obr. č. 5: Specifická receptorem

zprostředkovaná onkolytická aktivita

viru po vnesení do nádoru

Graf ukazuje růstové křivky štěpu
podkožního nádoru SKOV3ip.1.
Velikost nádoru (mm3) v den 0: Mock:
31 ± 15; MV2: 36 ± 16; MV5:16 ± 9;
MV7: 41 ± 11. MV2 – kontrolní virus
spalniček bez jednořetězcové protilátky,
MV5 – virus spalniček nesoucí
jednořetězcovou protilátku proti CD38,
MV7 - virus spalniček nesoucí
jednořetězcovou protilátku proti EGFR.
Upraveno podle Nakamura et al. (2005).

3.3.1.3 Systém založený na alternativních molekulách vážících antigen

Nový přístup pro přesměrování virových částic využívá uměle vytvořených chemických

molekul, které se vyznačují velmi vysokou specificitou a afinitou pro cílové proteiny a mohou tedy

svojí funkcí nahradit protilátky. Mezi tyto molekuly patří například afibody, DARPiny, afiliny,

antikaliny, avimery, tetranektiny, Kunitz domény, thioredoxin či cystin-knot motiv (shrnul Skerra,

2007). Pro přesměrování virů jsou z těchto molekul nejčastěji užívány DARPiny (z angl. designed

ankyrin repeat protein), molekuly odvozené od proteinů s opakujícím se ankyrinovým motivem. Na

rozdíl od protilátek mají malou velikost, nízkou tendenci k agregaci, nevlastní efektorové domény a

postrádají cysteinové zbytky (což dovoluje zavést thiolové skupiny pro vazbu jiných molekul, aniž by

tím byla narušena jejich struktura) (shrnuli Stumpp et al., 2008). Existuje rozsáhlá knihovna

DARPinů, z níž lze selektovat požadované molekuly (Binz et al., 2004).

Munch et al. (2013) se snažili zacílit vektory odvozené od adeno-asociovaných virů (AAV)

nesoucích sebevražedný gen na nádorovou tkáň. Fúzovali proto DARPin vázající HER2/neu

(povrchový protein některých rakovinných buněk) s VP2 proteinem (virový strukturní protein 2)

adeno-asociovaných virů s deletovaným vazebným místem pro původní AAV receptor. Účinnost

transdukce buněk přímo korelovala se vzrůstající hustotou HER2/neu receptorů.

Slabinou vektorů založených na AAV může být skutečnost, že AAV mají tendenci

akumulovat se v játrech, čímž snižují transdukci jiných cílových tkání (Gao et al., 2004). Aby se

Munch et al. (2013) přesvědčili o účinnosti dopravení vektoru in vivo, intravenózně aplikovali AAV-2

s geneticky připojeným DARPinem pro HER2/neu (Her2-AAV), mutovaných na pozicích

interagujících s přirozeným receptorem HSPG, a částice divokého sérotypu 2 AAV (AAV-2) do myši

s podkožním SK-OV-3 nádorem (Obr. č. 6a). Na rozdíl od myší s injektovaným AAV-2, které

způsobily silný luciferázový signál v jaterní oblasti, byl u myší s Her2-AAV dobře patrný signál
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v oblasti nádoru, což ukazuje na dobrou specificitu připravených vektorů. Objevil se u nich ale také

slabý signál v hrudní oblasti (Obr. č. 6a). Ukázali, že tento signál byl zřejmě způsoben defektními

částicemi virů v roztoku, které postrádaly protein VP2 s fúzovaným DARPinem. Nádorová tkáň

obsahovala 10ti až 100násobně více kopií Her2-AAV genomu v porovnání s tkání ze zdravých orgánů

(Obr. č. 6b). Spočítali, že po jedné dávce Her2-AAV 17,64 ± 3,75 % všech nádorových buněk SK-

OV-3 vykazovalo luciferázový signál.

Obr. č. 6: Cílení Her2-AAV na nádorové buňky nesoucí HER2/neu in vivo

(a) In vivo zobrazení nahých myší nesoucích podkožní rostoucí tumor odvozený od SK-OV-3 (šipka). Data byla
monitorována jeden týden po intravenózní injekci 2 x 1010 kopií genomu AAV-2 nebo Her2-AAV nesoucích
luciferázovou expresní kazetu. Červené čtverce ukazují zvětšení místa injekce nádorových buněk. (b)
Biodistribuce AAV částic. Bezprostředně po zobrazení byly myši usmrceny, uvedené orgány byly izolovány a
počet kopií genomu vektoru (luc-2 gen) byl kvantifikován pomocí kvantitativní PCR. Směrovací koeficient byl
vypočítán normalizováním počtu kopií v nádorové tkáni vůči počtu kopií v uvedeném orgánu. Upraveno podle
Munch et al. (2013).

Obdobou předchozího experimentu je pokus o standardizované přesměrování AAV vektorů a

zajištění čistoty připravených virů, aby nemohlo docházet k jejich nespecifickému vstupu (Hagen et

al., 2014). Tentokrát byly použity DARPiny a afibody [antigenně specifické molekuly odvozené ze

stabilní konformace Z domény proteinu A bakterie Staphylococcus aureus (Eklund et al., 2002)], které

s vysokou afinitou váží nádorový marker EGFR (receptor pro epidermální růstový faktor). Aby se

předešlo výskytu nemodifikovaných virových částic v roztoku, byla inkorporována histidinová značka

do povrchových smyček viru pro snadnou purifikaci. Vektor byl konstruován tak, aby bylo možné

všechny prvky, ať už přesměrovací, purifikační či cytotoxické, snadno vyměnit. AAV-2

s deletovaným vazebným místem pro HSPG (přirozený receptor), sfúzované s DARPiny nebo afibody
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transdukovaly buňky A431 [obsahují 3 x 106 molekul EGFR (Xu et al., 1984)] až 700krát a HeLa

buňky [obsahují 2 x 105 molekul EGFR (Xu et al., 1984)] až 200krát více než buňky MCF7 [obsahují

jen 104 molekul EGFR (Xu et al., 1984)] které byly celkově jen velmi málo transdukovány (Obr. č. 7).

Po 4-denním působení AAV-2 fúzovaných s afibody, nesoucích cytosin deaminázu v kombinaci s 500

mM 5-fluorocytosinem [cytosin deamináza v rakovinných buňkách přemění 5-fluorocytosin na

toxický 5-fluorouracil, jehož zabudování do nukleových kyselin vede ke smrti buňky (Nishiyama et

al., 1985)], došlo k usmrcení 80 % cílových A431 či HeLa buněk. Avšak po odečtení 20-ti procent

buněk, které byly usmrceny aplikací AAV-2 bez afibody, získáme účinnost 60 %, která není

dostatečně vysoká k tomu, aby dokázala eliminovat veškeré nádorové buňky v těle při klinické

aplikaci. Testování bylo také prováděno in vitro ve směsné kultuře všech typů výše uvedených buněk,

kdy byla potvrzena specificita pro A431 buňky.

Obr. č. 7: Specificita infekce
modifikovaných částic AAV-2 pro různé
buněčné typy

104 A431, HeLa či MCF7 buněk bylo
inkubováno s 3 x 108 virovými částicemi
(počet částic stanoven pomocí počtu genomů)
po dobu 24 hodin. Následně byly buňky
sklizeny, štěpeny proteinázou K a
inkubovány s S1 nukleázou. Dvojvláknová
virová DNA byla poté kvantifikována
pomocí kvantitativní PCR. Upraveno podle
(Hagen et al., 2014).

Na rozdíl od výše zmíněných prací Dreier et al. (2013) využili negenetickou inkorporaci

DARPinů pro cílení adenovirů na buňky bez nutnosti produkovat nové viry při cílení na nový receptor.

Byl vyvinut nástavec (Obr. č. 8) sestávající z DARPinů specificky vázajících knoflíky čnějící

z adenovirové kapsidy, které jsou drženy pohromadě trimerní svorkou vytvořenou kapsidovým

proteinem SHP z lamdoidního fága 21 o výjimečné kinetické stabilitě. Z krystalografické struktury

bylo predikováno, že vazba DARPinu by měla navíc interferovat s vazbou přirozeného receptoru

adenoviru na knoflík. Nástavec nese další DARPiny, které váží specifické buněčné markery, pro pokus

byly zvoleny některé markery nádorové tkáně: receptor pro lidský epidermální růstový faktor 2

(HER2/neu), epiteliální buněčná adhesní molekula (EpCAM) a receptor pro epidermální růstový

faktor (EGFR). Celý nástavec tedy spojuje adenovirus s receptorem pouze nekovalentní vazbou.
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Dreier et al. (2013) ale ukázali, že tato nekovalentní interakce nástavce s virovými knoflíky je velmi

silná a disociuje až po více než 10ti dnech in vitro, přesto v prostředí in vivo by mohlo dojít ke

kompetici interakce například komponentami séra (Khare et al., 2011). Účinnost transdukce buněk

obsahujících nadměrně exprimované nádorové markery adenovirem s DARPiny specifickými pro tyto

markery byla 293 krát vyšší než transdukce virem s připojeným „slepým“ nástavcem (kontrolní

DARPin) pro HER2/neu, 200 krát vyšší pro EGFR a 18 krát vyšší pro EpCAM. Tyto virové částice

netransdukovaly linii neobsahující EGFR. Kompetice solubilními DARPiny vedla k výraznému

snížení účinnosti transdukce, zatímco kompetice kontrolním DARPinem neměla na účinnost

transdukce vliv. Transdukce buněk pomocí receptoru EpCAM je na rozdíl od ostatních dosti nízká

(pouze 18-ti násobné zvýšení), účinnost transdukce tedy zřejmě závisí zejména na afinitě a specificitě

vybraného DARPinu.

Obr. č. 8: Konstrukce trimerního
nástavce založeného na krystalové
struktuře komplexu DARPin-knoflík

Schematická reprezentace adaptorového
komplexu. Přesměrovací DARPiny
(oranžové) jsou fúzovány skrze dlouhý
flexibilní nástavec (modrý) k N konci
domény DARPinu vážící knoflík
(zelená). DARPin vážící knoflík je
fúzován naopak krátkým minimálním
linkerem (modrý puntík)
k trimerizačnímu modulu (žlutý) což je
SHP protein lamdoidního fága 21.
Knoflík a vláknitý výčnělek jsou
znázorněny červeně.  Pod modelem je
ukázno schéma genu. Upraveno podle
Dreier et al. (2013).

3.3.2 Chemická konjugace ligandu

Rostlinné viry jsou v současné době hojně využívány pro doručení látek do savčích buněk.

Jsou totiž bezpečnější než savčí viry, netoxické, strukturně jednotné, biodegradovatelné, snadno

produkovatelné a také snadno modifikovatelné (shrnuli Lico et al., 2013). Jako prostředek pro dopravu

doxorubicinu (protinádorového léčiva, Dox) byl použit virus mozaiky okurky (CMV, z angl.

cucumber mosaic virus) konjugovaný s kyselinou listovou (FA, z angl. folic acid), která je ligandem

folátového receptoru nadměrně exprimovaného na povrchu nádorových buněk vaječníku (Weitman et

al., 1992; Zeng et al., 2013). Doxorubicin (Dox) je antracyklinové antibiotikum účinné proti mnoha

druhům nádorů, je však těžko rozpustné a ve vysokých koncentracích má nežádoucí účinky na zdravou

tkáň, zejména srdeční (shrnuli Minotti et al., 2004). Z tohoto důvodu byl zabalen do virových částic

CMV (CMV-Dox), jenž disponuje RNA genomem, do nějž se doxorubicin interkaluje, aby nemohl
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nespecificky pronikat do nežádoucích buněk. Doxorubicin je po průniku viru do buňky uvolněn

přítomností zvýšené koncentrace RNáz, které otvorem v kapsidě viru penetrují dovnitř, degradují

RNA genom CMV, tím rozruší nekovalentní interakce mezi RNA genomem CMV a doxorubucinem a

ten je uvolněn z kapsidy. Nádorové buňky vaječníků mají navíc vyšší RNázovou aktivitu než jiné

buňky (Schleich et al., 1987). Selektivnímu vstupu CMV-Dox pomáhá také tzv. EPR efekt (efekt

zvýšené propustnosti a zadržení; z angl. enhanced permeability and retention effect), kdy dochází

k selektivní akumulaci a dlouhodobějšímu (5 dní) zadržování biomakromolekul (například virových

nanočástic) v pevných nádorech, zatímco nízkomolekulární látky zadržovány nejsou a vracejí se do

oběhu (Maeda et al., 2000).

Aplikace FA-CMV-Dox byla pro nádorové buňky vaječníků dlouhodobější a více cytotoxická

než ostatní formy (Obr. č. 9cd). Patrná byla až 3 krát vyšší internalizace doxorubicinu u FA-CMV-

Dox než z CMV-Dox v rakovinných buňkách vaječníku. FA-CMV-Dox dále vykazoval kompetici

kyselinou listovou, což potvrdilo endocytosu zprostředkovanou listovou kyselinou. Po 21 dnech léčby

myší se štěpem nádorové tkáně a srdce doxorubicinem (5 mg Dox/kg každých 5 dní) vykazovalo 66 %

myší léčených volným doxorubicinem vážné poruchy tělesných funkcí, žádná z myší léčených FA-

CMV-Dox či CMV-Dox tyto poruchy neměla a 95 % myší léčených formami CMV měla méně

apoptotickou morfologii kardiocytů než myši léčené volným Dox. In vitro byla zaznamenána o 40 %

nižší míra apoptózy kardiocytů zapříčiněných ošetřením FA-CMV-Dox (pouze 7 % apoptotických

kardiocytů) než pro volný doxorubicin (Obr. č. 9ab) (Zeng et al., 2013).
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Obr. č. 9: Cytotoxicita doxorubicinu (Dox).

(a) Cytotoxicita doxorubicinu v různých formách při stejné koncentraci na primárních myších kardiomyocytech
(MTT test - kolorimetrické stanovení životaschopnosti buněk). (b) Procento apoptotických kardiomyocytů
ošetřených 5 μg/ml Dox v různých formách [TUNEL test - značení konců vzniklých fragmentací pomocí dUTP
přidaného terminální deoxynukleotidyl transferázou (TdT)]. (c) Cytotoxicita doxorubicinu v různých podobách
při stejné koncentraci na nádorových buňkách OVCAR-3 (MTT test). (d) Procento apoptotických
kardiomyocytů ošetřených 0,5 μg/ml Dox v různých formách (TUNEL test); + f značí kompetici kyselinou
listovou. Upraveno podle Zeng et al. (2013).

Dalším rostlinným virem používaným pro dopravu látek je virus mozaiky vigny (CPMV,

z angl. cowpea mosaic virus). Tento neobalený virus v savčích buňkách interaguje s vimentinem,

proteinem, který se vyskytuje na povrchu endoteliálních buněk a některých typech nádorových buněk

(Koudelka et al., 2009), například v buňkách HeLa. Exprese vimentinu na těchto buňkách však není

příliš vysoká, je zvýšená pouze před mitózou buněk, což snižuje účinnost internalizace CPMV

(Steinmetz et al., 2011). Pro zvýšení internalizace nanočástic do buňky se používají peptidy penetrující

do buňky (CPP; z angl. cell penetrating peptides) (shrnuli Farkhani et al., 2014). Toho využili při

úpravě VLPs (viru podobných částic) odvozených od viru CMPV Wu et al. (2012). Připojením

polyargininového (R5) CPP peptidu přes hydrazonový linker (CPMV-R5) dosáhli toho, že tyto částice

byly do buněk internalizovány 8 krát účinněji než samotné CPMV, které byly internalizovány jen do
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10ti % všech buněk. To naznačuje, že CPMV-R5 používají pro vstup do HeLa buněk jiné povrchové

molekuly než vimentin. Dále bylo zjištěno, že CPMV-R5 vstupují do buněk energeticky závislým

mechanismem, byly lokalizovány v endolysosomálním kompartmentu, ze kterého však zřejmě

vystupovaly do cytoplazmy či jiného typu váčků, na rozdíl od nemodifikovaných CPMV. Znalost,

kam částice v buňce doputují, může být důležitá pro dopravu látek, neboť některé látky jsou nejvíce

účinné pouze ve specifických buněčných kompartmentech. Například doxorubicin je výhodné pro
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která způsobuje snížení cirkulační doby částic v těle a ovlivňuje jejich biodistribuci (Alemany et al.,

2000). Polyethylenglykol (PEG) je pro tělo prakticky inertní látka, kterou je možné kovalentně

asociovat například s proteiny (PEGylace), čímž prodlužuje přetrvání těchto látek v oběhu, brání jejich

degradaci a snižuje interakce mezi proteiny (shrnuli Harris a Chess, 2003). PEGylace adenovirových

vektorů (Obr. č. 10) pomáhá prodloužit dobu jejich setrvání v krevním řečišti (Alemany et al., 2000),
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účinnost vazby a internalizace cílovou buňkou, proto se využívá připojení molekul (zejména peptidů),

které specificky směrují vektor na konkrétní buňky (Obr. č. 10).
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Obr. č. 10: Vlastnosti PEGylovaných adenovirů. Upraveno podle Eto et al. (2008).

Nádorová angiogeneze je zásadní pro růst metastází nádoru (Carmeliet a Jain, 2000).

Směrující peptid CGKRK vybraný z fágové knihovny peptidů jako peptid směrující na cévní systém

nádoru (Hoffman et al., 2003), byl připojen ke konci PEG řetězce konjugovaného s adenovirem (Ad-

PEGCGKRK), čímž došlo k zacílení adenovirového vektoru jak na nádorovou tkáň, tak i buňky krevního

řečiště nádoru (Yao et al., 2011). Účinnost transdukce nádorové tkáně vytvořeným vektorem byla

480krát vyšší než transdukce vyvolaná Ad a 110krát vyšší oproti Ad-PEG. Transdukce jaterní tkáně

typická pro adenoviry byla u Ad-PEGCGKRK 370krát nižší než u Ad, avšak stále nebyla zanedbatelná.

Exprese sebevražedného genu doručeného vektorem Ad-PEGCGKRK vyvolala zmenšení nádorů a

inhibici růstu nových cév v nádoru.

Cílení adenovirových vektorů na buňky rakoviny prsu bylo dosaženo konjugací

PEGylovaného adenoviru s Herceptinem (Ad-PEG-HER) (Jung et al., 2007). Herceptin je

monoklonální protilátka proti HER2/neu (receptor lidského epidermálního růstového faktoru 2), který

je na buňkách rakoviny prsu nadměrně exprimován. Vektor Ad-PEG-HER transdukoval 64 a 45 %

dvou typů buněk nádoru prsu nesoucích HER2/neu vztaženo k samotnému adenoviru (100 %), což je o

poznání více než míra transdukce Ad-PEG (10 a 20 %). Buňky nádoru mozku neobsahující HER2/neu

byly transdukovány Ad-PEG-HER pouze ze 6 – 7 %. Přítomnost PEG navíc redukovala přirozenou

imunitní odpověď. Výsledek byl později potvrzen in vivo (Kim et al., 2011). Je patrné, že připojení

směrovací protilátky k PEGylovanému adenoviru zvýšilo transdukci buněk oproti PEGylovaným

adenovirům bez směrovací molekuly, účinnost transdukce se však nevyrovnala nemodifikovaným Ad.

Vzniklé vektory jsou tedy zřejmě selektivní pro nádorové buňky positivní na HER2/neu, ale nejsou

příliš účinné.
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3.3.4 Chemicko-genetická modifikace kapsidy

Pro přesměrování virů lze využít připojení celých proteinů na virovou částici, které navedou

virus na svůj přirozený receptor a zároveň svou velikostí napomůžou ke zrušení původnho tropismu.

Přístupem geneticko-chemické modifikace Corjon et al. (2008) vytvořili adenovirový vektor, který

nese v kapsidovém proteinu pIX cysteinovou skupinu, přes kterou vektor kovalentně spojili s vysoce

afinními ligandy – s proteinem asociovaným s receptory (RAP) a transferinem (Tf). Nezvykle nebylo

pro přesměrování použito knoflíku adenovirů, nýbrž kapsidového proteinu IX (pIX) adenovirů, který

se na rozdíl od vlákna adenovirů neúčastní interakce s receptorem a je pouze strukturním proteinem

kapsidy. Vektor nesoucí RAP byl schopen in vivo specificky vstoupit do hepatocytů a proniknout až

do jádra, což je v rozporu s tvrzením Campose a Barryho (2006), že cílené směrované transdukce je

možné dosáhnout jedině připojením ligandů na vlákno adenovirů, nikoli na kapsidový protein pIX.

V souladu s tímto tvrzením je však výsledek směrování vektoru s připojeným transferinem, který sice

do buněk nesoucích vysoké množství receptoru pro transferin in vitro vstupoval, avšak s nižší

účinností než nesměrovaný adenovirus a navíc in vivo nebyl schopen doputovat do jádra. Corjon et al.

(2008) tedy vyvodili, že ačkoli vlastnosti a poloha proteinu pIX dovoluje vazbu celých proteinů, jejich

velikost je omezená, neboť do jádra vstoupily pouze virové částice nesoucí RAP (39 kDa) a nikoli Tf

(80 kDa) ani BSA (hovězí sérový albumin; 70 kDa). Příliš velký ligand může zřejmě bránit vazbě

kapsidy na mikrotubuly. Zjistili dále, že pro doručení vektoru do příslušných kompartmentů je třeba

zvolit takový proteinový ligand, který buď přirozeně disociuje od svého receptoru změnou podmínek

uvnitř buňky, nebo dochází intracelulárně k jeho odštěpení.

3.4 Přesměrování virových částic genetickými modifikacemi
Je-li znám epitop, který se specificky váže na receptor cílových buněk, je možné genetickou

modifikací virového proteinu vložit sekvenci tohoto epitopu na vhodné místo virových kapsidových

proteinů a dosáhnout tím přesměrování viru na cílové buňky.

3.4.1 Místně specifická mutageneze kapsidy

V případě, že je známo, jaká oblast genu kódujícího kapsidové proteiny je zodpovědná za

interakci s receptorem, je nejjednodušším postupem změny receptoru cílená mutace této oblasti.

Záměna pouhé jediné aminokyseliny stačila k tomu, aby přesměrovala BK polyomavirus ze

svých přirozených receptorů, gangliosidů b-série (GD3, GD2, GD1b a GT1b) na gangliosid GM1,

který je přirozeným receptorem jiného polyomaviru SV40 (Obr. č. 11) (Tsai et al., 2003; Neu et al.,

2013). Mutovaná aminokyselina byla vybrána na základě strukturní studie pomocí krystalové struktury

kapsidového proteinu VP1 BK viru v komplexu s gangliosidem GD3. Neu et al. (2013) dále zjistili, že

důvodem, proč se i přes 74% příbuznost viry BK, JC a SV40 liší spektrem svých hostitelů, je kavita ve

struktuře VP1, která interaguje s methylovou skupinou NeuNAc kyseliny sialové. Tato kavita je u viru
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SV40 prostornější a hydrofilnější než u zbylých dvou polyomavirů, a může tedy kromě NeuNAc

interagovat i se sialovou kyselinou obsahující NeuNGc, která se vyskytuje u opic. Tato odlišnost by

tedy mohla být příčinou tropismu viru SV40 nejen pro lidské, ale zejména pro opičí buňky a naopak

specificitu BK a JC virů pro lidské hostitele.

Na interakci s terminální kyselinou sialovou se u virů BK, JC i SV40 podílí několik hlavních

aminokyselinových zbytků velmi podobným způsobem. Pro určení specificity vazby na receptor jsou

však zásadní strategicky rozmístěné aminokyselinové zbytky, dále od této pozice, které dávají

vzniknout charakteristickým kontaktům s dalšími cukernými zbytky gangliosidu a určují tím, v jakém

kontextu je kyselina sialová rozpoznávána. Tato skutečnost se zdá být atraktivní možností pro změnu

specificity receptoru (Neu et al., 2013).

Obr. č. 11: Gangliosidy série b jsou receptory BK polyomaviru

Schematická reprezentace struktur gangliosidů série b obsahujících disialovou kyselinu (gangliosidy GD3, GD2,
GD1b, GT1b) a série a obsahujících kyselinu monosialovou (GM1). Zkratky reziduí gangliosidů: NeuNAc - 5-
N-acetylneuraminová kyselina, GalNAc - N-acetylgalaktosamin, Gal - galaktosa, Glc – glukosa. Upraveno podle
Neu et al. (2013)

3.4.2 Usměrněná evoluce

Usměrněná evoluce je metoda, napodobující proces přirozené evoluce, založená na náhodné

mutagenezi genu kódujícího protein, která vede ke vzniku nových vlastností tohoto proteinu. Využít

lze při přesměrování virů hlavně tehdy, pokud se na interakci s cílovou buňkou podílí pouze omezený

počet kapsidových proteinů (ideálně jeden), které lze snadno mutovat.  Jedná se tedy o možnost,

kterou lze zatím využít hlavně u virů s jenoduchým uspořádáním kapsidy - parvovirů a polyomavirů.

Pro získání požadovaných vlastností proteinu našeho zájmu však na rozdíl od racionálního

přístupu konstrukce není nutné znát jeho strukturu, mechanismus působení či dopad záměn

jednotlivých aminokyselin (You a Arnold, 1996). Základem experimentu usměrněné evoluce jsou dva

kroky. Nejprve je třeba vytvořit rozsáhlou knihovnu variant náhodným mutováním genu, a poté se

vyselektují pouze ty mutanty, které mají požadované vlastnosti. Tyto nově vzniklé mutanty pak
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mohou být podrobeny dalším kolům náhodné mutageneze a selekce, aby došlo ke zdokonalení této

vlastnosti.

V nejjednodušším uspořádání byl tento přístup vyzkoušen u adeno-asociovaných virů patřících

mezi parvoviry. Pro tvorbu virů s modifikovaným tropismem byla použita metoda in vitro selekce na

buněčných liniích rezistentních k infekci divokými AAV (Perabo et al., 2003). Byla vytvořena

knihovna mutantních forem AAV, založená na náhodné inserci 7 aminokyselin na pozici, u níž se

předpokládá schopnost vazby na přirozený receptor (pozice 587 kapsidového proteinu) (Girod et al.,

1999). Mutanty získané selekcí byly schopné transdukovat cílové buňky až se 100násobně vyšší

účinností oproti divokému AAV. Jednalo se však pouze o receptorovou selektivitu, nikoli buněčnou

selektivitu.

Běžně užívanou metodou pro generování náhodných mutací je tzv. error-prone PCR, což je

polymerázová řetězová reakce provedená v mutagenních podmínkách s polymerázou bez opravné

aktivity, kdy při syntéze nových řetězců DNA může ve zvýšené míře docházet k záměnám bází (Obr.

č. 12a). Lze pro ni využít například Taq polymerázu, která však nemá zcela náhodný poměr záměn

jednotlivých bází, či jiné, speciálně vyvinuté polymerázy.

Další cestou, jak náhodně mutovat sekvence, jsou metody založené na rekombinaci, například

tzv. DNA shuffling neboli míchání DNA. Při této metodě jsou DNA sekvence příbuzných genů

naštěpeny DNázou I na fragmenty a tyto fragmenty jsou poté náhodně znovu složeny pomocí

polymerázové řetězové reakce do chimerních genů (Obr. č. 12b) (Stemmer, 1994).

Na rekombinaci je také založen proces kolísavého prodlužování (StEP, z angl. staggered

extension process). Vychází ze sekvencí příbuzných genů, na něž nasedají primery. Syntéza

komplementárních řetězců z těchto primerů je však rychle přerušena, prodloužené fragmenty nasednou

na jiné templáty a proces krátké syntézy vlákna, jeho disociace a nasednutí na nový templát se stále

opakuje (Obr. č. 12c) (Zhao et al., 1998).
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Obr. č. 12: Metody usměrněné evoluce

(a) Při metodě error-prone PCR jsou do sekvence genu zaváděny náhodné mutace. (b) Při metodě DNA
shuffling jsou výchozí sekvence rozlámány na malé kousky a náhodně znovu složeny. (c) Při metodě StEP jsou
chimerní sekvence syntetizovány pomocí postupného nasedání, prodlužování a disociace již nasyntetizovaných
úseků na původní sekvence. Upraveno podle Cobb et al. (2013).

Přístup usměrněné evoluce byl úspěšně využit pro změnu ve využívání receptorů i buněčného

tropismu viru SV40 (Magaldi et al., 2012). Změna používaného receptoru byla dosažena několika

náhodnými mutacemi ve vazebném místě proteinu VP1 (virový strukturní protein 1), který tvoří

virovou kapsidu a je zodpovědný za interakci s receptorem. Mutované SV40 viriony s modifikovaným

VP1 proteinem byly inkubovány s rozpustným gangliosidem GM1 (GM1 je přirozeným receptorem

viru SV40), který obsadí všechna vazebná místa na virionu, jež jsou schopna vázat GM1 a znemožní

tedy vazbu viru na buněčný povrch skrze interakci s receptorem GM1 vyskytujícím se na povrchu

buněk permisivních pro SV40. Selekce těchto mutant na buňkách měla vést k získání mutant, které se

pro vstup do buněk naučily využívat jiný receptor než GM1. Výsledkem experimentu byl vznik dvou

mutant, které nebyly neutralizovány inkubací s GM1, nebyly ani stimulovány zvýšením obsahu GM1

gangliosidu v buněčné membráně a nebyly schopné vázat se na GM1 na buněčném povrchu. Jedna

z nich navíc infikovala buňky s nízkým obsahem GM1 v membráně účinněji než divoký SV40,

pravděpodobně pro infekci využívala jiný gangliosid než GM1. Došlo tedy ke změně receptorové

specificity, avšak stále se jednalo o receptor velmi podobného typu. Otázkou zůstává, zda je

tímto přístupem možné zajistit přesměrování na zcela jiný, v ideálním případě volitelný

receptor.

In vivo selekcí knihovny mutantních AAV kapsidových proteinů v transgenních myších se

Dalkarovi et al. (2013) podařilo získat mutantu, která je po vstříknutí do tekutiny sklivce schopná

proniknout skrze hustou tkáň do hlubších vrstev sítnice, které jsou pro nemodifikované AAV vektory
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viru SV40), který obsadí všechna vazebná místa na virionu, jež jsou schopna vázat GM1 a znemožní

tedy vazbu viru na buněčný povrch skrze interakci s receptorem GM1 vyskytujícím se na povrchu

buněk permisivních pro SV40. Selekce těchto mutant na buňkách měla vést k získání mutant, které se

pro vstup do buněk naučily využívat jiný receptor než GM1. Výsledkem experimentu byl vznik dvou

mutant, které nebyly neutralizovány inkubací s GM1, nebyly ani stimulovány zvýšením obsahu GM1

gangliosidu v buněčné membráně a nebyly schopné vázat se na GM1 na buněčném povrchu. Jedna

z nich navíc infikovala buňky s nízkým obsahem GM1 v membráně účinněji než divoký SV40,

pravděpodobně pro infekci využívala jiný gangliosid než GM1. Došlo tedy ke změně receptorové

specificity, avšak stále se jednalo o receptor velmi podobného typu. Otázkou zůstává, zda je

tímto přístupem možné zajistit přesměrování na zcela jiný, v ideálním případě volitelný

receptor.

In vivo selekcí knihovny mutantních AAV kapsidových proteinů v transgenních myších se

Dalkarovi et al. (2013) podařilo získat mutantu, která je po vstříknutí do tekutiny sklivce schopná

proniknout skrze hustou tkáň do hlubších vrstev sítnice, které jsou pro nemodifikované AAV vektory
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Obr. č. 12: Metody usměrněné evoluce
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jinak nedostupné. Je tedy možné získané vektory využít pro léčbu dědičných degenerativních

onemocnění sítnice. Úspěšná mutanta vznikla náhodnou mutagenezí AA2 cap genu kódujícího

kapsidové proteiny s vloženými náhodnými 7 aminokyselin dlouhými sekvencemi do smyčky 4 v

oblasti domény vážící heparin. Ačkoli byla mutanta schopná transdukovat všechny buňky sítnice,

volbou vhodného promotoru zajistili její specificitu výlučně pro fotoreceptory.

Náhodným promícháním fragmentů (DNA shuffling) sekvencí sedmi sérotypů AAV bylo

docíleno vzniku chimerních AAV s novými vazebnými místy pro buněčné receptory, které se

nevyskytují u žádného z přirozených sérotypů AAV, jež byly pro přípravu použity (Koerber et al.,

2008). Navíc díky porovnání odlišností sekvencí rodičovských a nově vytvořených chimerních AAV

bylo identifikováno několik nových míst, která se nejen na vazbě receptoru, ale i určení tropismu viru

zřejmě zásadně podílí a mohou být tedy použita pro cílené přesměrování částic. Změna tropismu byla

vyvolána záměnou pouze dvou povrchových aminokyselin.

3.4.3 Kombinace přístupů

Při doposud provedených experimentech usměrněné evoluce bylo zpravidla dosaženo určité

míry virové selektivity pro konkrétní buněčný receptor, ale výsledná mutanta měla buď stále částečně

zachovanou schopnost interakce s původním receptorem, nebo byla schopná infikovat i jiné než cílové

buňky, proto na této úrovni nemůžeme hovořit o specificitě.

První případ, kdy se kombinací racionálních úprav a usměrněné evoluce dosáhlo vytvoření

viru, který využívá pouze jediný receptor a to receptor pro epidermální růstový faktor (EGFR), který

se hojně a často v nadměrném množství vyskytuje na nádorových buňkách (Yarden a Pines, 2012;

Ciardiello a Tortora, 2008), provedli Dai et al. (2013). Pro získání selektivity pro EGFR byl do

různých povrchových smyček kapsidového proteinu Sindbis (SINV) viru (obalený virus z čeledi

Togaviridae) vložen epidermální růstový faktor (ligand EGFR). Vzniklá mutanta vykazovala

částečnou selektivitu pro EGFR, ale byla atenuovaná a zachovala si zbytkový tropismus SINV viru.

Proto byla na tuto mutantu aplikována náhodná mutageneze a dvojí selekce. Viry byly selektovány

jednak pro zvýšení EGFR selektivity, a jednak pro zvýšení stability viru. Výsledný virus vykazoval

specifickou vazbu k EGFR; 99,8 % infekčních virů nedokázalo iniciovat infekci v nepřítomnosti

EGFR a specificita byla také potvrzena kryoelektronovou mikroskopií, kdy vazebné místo pro

receptor u rodičovského viru bylo překryto vloženým ligandem (epidermální růstový faktor; EGF),

což zabránilo zachování tropismu původního viru (Dai et al., 2013). Konfokální mikroskopie navíc

ukázala, že získaná mutanta vázala EGFR a spouštěla EGFR akumulaci a endocytosu během 2 minut.

Tento virus by tedy mohl najít využití jako onkolytické terapeutikum, neboť je schopný infikovat

specificky nádorové buňky a tyto buňky i zabíjet.
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4 Závěr
Na začátku práce byly zmíněny faktory, které se podílejí na určení specificity a účinnosti

vstupu viru do buňky. Patří mezi ně jak události na buněčném povrchu a mechanismus internalizace

viru, tak i nespecifický vstup viru do buňky či jeho exocytosa. Při přesměrování virů na cílové buňky

je třeba tyto faktory pochopit a následně využít těchto vědomostí pro přesměrování virů na cílové

buňky, do kterých je třeba terapeutický gen či diagnostickou látku doručit.

V předešlých letech byla provedena řada experimentů, které ukázaly, že je opravdu možné

viry přesměrovat a efektivita tohoto přesměrování pak závisí zejména na účelu použití cílených

vektorů. Pro specifické cílení je třeba, aby daný buněčný typ vystavoval na svém povrchu jedinečnou

molekulu. Směrování se často cílí na nádorové buňky, které nadměrně exprimují určité molekuly, ale

málokdy molekuly unikátní. O úspěšném směřování pak rozhodují takové charakteristiky, jakými jsou

množství a lokální koncentrace receptorů, jejich pohyblivost určující kinetiku interakcí mezi virem a

buňkou a dále také afinita vazby, která usnadňuje vazbu vzdálenějších receptorů, pokud je dostatečně

vysoká.

Úplné specificity se zatím podařilo dosáhnout jen v ojedinělých případech. Výsledky

experimentů naznačují, že specificky přesměrovat lze zejména obalené viry. Příčinou by mohl být

rozdílný mechanismus vstupu obalených a neobalených virů. Endocytosa neobalených virů vyžaduje

pouze vazbu mezi virovou částicí a receptorem, po níž dojde k internalizaci receptoru s virem zajištěné

buněčným aparátem. Pro fúzi viru s plazmatickou membránou je třeba, aby dostatečně silná vazba

mezi receptorem a virem uvolnila velké množství energie, která umožní konformační změnu

obalových glykoproteinů. Glykoproteiny potom nezávisle na buněčné energii fúzují virový lipidový

obal s plazmatickou membránou. Obalené viry tedy nutně vyžadují velmi silnou vazbu na receptor,

tudíž by nemělo být možné, aby fúzí vstupovaly do buňky nespecificky.

Nicméně, ve většině studií modifikované viry transdukovaly i jiné než cílové buňky. Pro

směrovanou dopravu látek (např. cytotoxických látek do nádorových buněk) je tak selektivita i

účinnost transdukce stále poměrně malá a pro tento záměr je třeba použít vysokou dávku částic, což by

však mohlo vyvolat v některých případech nežádoucí imunitní reakci organismu. Specificitu přenosu

lze zvýšit v případě genové terapie, a to volbou vhodného promotoru, který zajistí expresi genu pouze

v cílových buňkách (shrnuli Sadeghi a Hitt, 2005).

Je těžké porovnat a vůbec určit skutečnou účinnost směrování, studie ji totiž často uvádí

formou kolikrát je vyšší signál reportérového genu (zeleného fluorescenčního proteinu či luciferázy)

kódovaného virem po aplikaci na buňky pomocí zkonstruovaného vektoru než pomocí původního

viru, od něhož je nový vektor odvozen. Někdy tedy neznáme absolutní hodnotu účinnosti, ale pouze

relativní a závisí velkou měrou na původním tropismu viru pro danou buňku. Také podmínky, v nichž
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jsou experimenty prováděny, se zásadně liší, například dávka viru, doba od infekce, kdy je transdukce

odečtena, použitý promotor či model pro hodnocení, což znemožňuje spolehlivé srovnání dosažených

výsledků i v případě volby stejného markerového systému. Pouze malé množství dosavadních studií

navíc sledovalo fyzickou přítomnost viru v buňce, zpravidla šlo totiž o sledování projevu genu, který

virus nesl a nedá se tedy vlastně říci, že je možno dosáhnout specifické dopravy. Vyšší specificity i

účinnosti je dosahováno, jsou-li v kultuře buněk in vitro částice aplikovány ve vysoké koncentraci a

pak odmyty, než v těle, kde se nesrovnatelně nižší koncentrace snižují v dlouhodobém horizontu,

může docházet i ke vstupu do jiných buněk a vektory mají menší šanci, že se dostanou do blízkosti

buněk, které pro ně mají specifické receptory. Účinnost může ovlivnit také imunitní systém daného

organismu a in vivo pokusy jsou pro hodnocení účinnosti nezbytné.

Z uvedených metod přesměrování se pro zvýšení selektvity k určitému buněčnému typu velmi

dobře osvědčila kombinace vložení epitopu, o němž je známo, že rozpoznává cílový receptor, do

povrchových proteinů viru, čímž je zajištěno základní přesměrování viru, a náhodné mutageneze, která

rozpoznání zdokonalí. Z publikovaných dat je však zřejmé, že tento přístup vede k tomu, že si

modifikovaný virus alespoň částečně zachovává tropismus původní.

Dramatické změny ve využívání receptoru lze nejsnáze docílit připojením směrovacího

ligandu. Připojení ligandu přes adaptor či chemická konjugace ligandu jsou atraktivní v možnosti cílit

stejnou kostru vektoru na různé cílové buňky pouze volbou vhodného ligandu. Hrozí zde však riziko

disociace ligandu, či kompetice sérovými proteiny se směrujícím ligandem, a tím obnovení původního

tropismu viru s možnými fatálními následky, proto je bezpečnější používat tento přístup in vitro či ex

vivo. Genetická fúze se zdá být v tomto ohledu méně riskantní, je však třeba pro každou cílovou

molekulu připravit unikátní vektor a větší ligandy připojené bez nástavce mohou omezit správné

složení virové kapsidy. Existuje pestrá škála způsobů přesměrování, každý má určité výhody a

nevýhody, ale volbou optimální metody a jejího zdokonalení lze zajistit rozmanité použití.

S ohledem na děje provázející internalizaci viru a dosud provedné experimenty tato práce

ukazuje, že zamezit nespecifickému vstupu nanostruktur (včetně virových) do buněk bude velmi

problematické a dosažení absolutní specificity je pravděpodobně nemožné. Je však absolutní

specificita nutná? Při léčbě nádorů se ukazuje, že i malé zvýšení selektivity doručení toxické látky do

nádorových buněk může významně zlepšit terapeutický index (Kamaly et al., 2012). Pro diagnostické

účely zase postačí docílit ne selektivní internalizace, ale selektivní vazby na cílovou molekulu

s výrazně odlišnou kinetikou. Časové parametry měření pak mohou pomoci odfiltrovat nespecificky

navázané částice jako pozadí.

Viry se v podstatě přirozeně vyvinuly k tomu, aby byly schopné doručit svůj náklad do

hostitelské buňky. I přes drobné nedostatky tedy virové nanočástice a rozsáhlé spektrum metod jejich

modifikace přinášejí velký potenciál, který není možné nevyužít.
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6 Seznam použitých zkratek
A431 buněčná linie lidského karcinomu kůže
AAV adeno-associated virus adeno-asociovaný virus
AAV-2 adeno-asociovaný virus sérotypu 2
AAV2/5 genom AAV-2 obalený kapsidovými

proteiny AAV-5

AAV2/8 genom AAV-2 obalený kapsidovými
proteiny AAV-8

AAV/fág bakteriofág s kazetou AAV vloženou do
genomu

Ad adenovirus adenovirus
Ad-5 adenovirus sérotypu 5
Ad-PEG adenovirus s kovalentně připojenými

molekulami PEG

Ad-
PEGCGKRK

adenovirus s kovalentně připojenými
molekulami PEG, konjugovaný s peptidem
CGKRK

Ad-PEG-
HER

adenovirus s kovalentně připojenými
molekulami PEG, konjugovaný s
Herceptinem

BAP biotin acceptor peptide akceptorový pepitid pro biotin
BSA bovine serum albumin hovězí sérový albumin
CAR coxsackievirus and adenovirus

receptor
receptor coxsackie viru a adenoviru

CD38 cluster of differentiation 38 diferenciační skupina 38
CD40 cluster of differentiation 40 diferenciační skupina 40
CD40L cluster of differentiation 40 ligand ligand diferenciační skupiny 40
CD46 cluster of differentiation 46 diferenciační skupina 46
CFTR cystic fibrosis transmembrane

conductance regulator
transmembránový regulátor vodivosti

CGKRK cysteine-glycine-lysine-arginine-lysine cystein-glycin-lysin-arginin-lysin
CMV cucumber mosaic virus virus mozaiky okurky
CMV-Dox virus mozaiky okurky nesoucí doxorubicin

uvnitř kapsidy
CPMV cowpea mosaic virus virus mozaiky vigny
CPMV-R5 virus mozaiky vigny s připojeným

polyargininovým (R5) CPP peptidem

CPP cell penetrating peptides peptidy penetrující do buňky
DARPin designed ankyrin repeat protein molekuly odvozené od proteinů

s opakujícím se ankyrinovým motivem

Dox doxorubicin doxorubicin
DU-145 lidská buněčná linie rakoviny prostaty
EGF epidermal growth factor epidermální růstový faktor
EGFR epidermal growth factor receptor receptor pro epidermální růstový faktor
EGFRvIII EGFR mutant vIII mutanta EGFR vIII
EpCAM epithelial cell adhesion molecule epiteliální buněčná adhesní molekula
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EPR enhanced permeability and retention zvýšená propustnost a zadržení
FA folic acid kyselina listová
FA-CMV-
Dox

virus mozaiky okurky konjugovaný s
kyselinou listovou, naplněný
doxorubicinem

Fab fragment antigen-binding fragment vázající antigen
FGF2 fibroblast growth factor 2 fibroblastový růstový faktor 2
FGF2-Fab fragment vážící antigen protilátky proti Ad

knoflíku byl konjugován s fibroblastovým
růstovým faktorem

FGFR fibroblast growth factor receptor receptor pro fibroblastový růstový faktor
FRAP fluorescence recovery after

photobleaching
obnovení fluorescence po fotovybělení

Gal galactose galaktosa
GalNAc N-Acetylgalactosamine N-acetylgalaktosamin
GF growth factor růstový faktor
GFR growth factor receptor receptor pro růstový faktor
Glu glucose glukosa
HeLa buněčná linie odvozená od rakoviny

děložního čípku pacienta Henrietty
Lacksové

Her2-AAV AAV-2 s geneticky připojeným DARPinem
pro HER2/neu

HER2/neu human epidermal growth factor
receptor 2

receptor pro lidský epidermální růstový
faktor 2

HIV human immunodeficiency virus virus lidské imunitní nedostatečnosti
HPV human papillomavirus lidský papilomavirus
HSPG heparan sulfate proteoglycan heparan sulfátový proteoglykan
HVR5 hypervariable region 5 hypervariabilní oblast 5
JAM1 junctional adhesion molecule 1 adhezní molekula těsných spojů 1
kDa kilodalton kilodalton
LacZ gen pro bakteriální enzym β-galaktosidázu
luc-2 gen gen kódující luciferázu
MCF7 buněčná linie rakoviny prsu
MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide
3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-
difenyltetrazolium bromid

MV2 kontrolní virus spalniček bez
jednořetězcové protilátky

MV5 virus spalniček nesoucí jednořetězcovou
protilátku proti CD38

MV7 virus spalniček nesoucí jednořetězcovou
protilátku proti EGFR

NeuNAc 5-N-acetyl neuraminic acid 5-N-acetylneuraminová kyselina
NeuNGc 5-N-glycolyl neuraminic acid 5-N-glykolylneuraminová kyselina
OVCAR-3 buněčná linie lidské rakoviny vaječníku
PEG polyethylenglycol polyethylenglykol
pIX protein IX protein IX
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PCR polymerase chain reaction polymerázová řetěžová reakce
PSMA prostate specific membrane antigen prostatický specifický membránový antigen
R5 peptid sestávající z pěti argininů
RAP receptor-associated protein protein asociovaný s receptory
RLU relative light units relativní světelné jednotky
RGD arginine-glycine-aspartate arginin-glycin-aspartát
SINV Sindbis virus Sindbis virus
SK-OV-3 lidská buněčná linie rakoviny vaječníku
StEP staggered extension process proces kolísavého prodlužování
SV40 simian virus 40 opičí virus 40
Taq izolováno z bakterie Thermus aquaticus
TdT terminal deoxynucleotidyl transferase terminální deoxynukleotidyl transferáza
Tf transferrin transferin
TUNEL terminal deoxynucleotidyl transferase

deoxyuridine triphosphate nick end
labeling

značení konců vzniklých fragmentací
pomocí deoxyuridin trifosfátu přidaného
terminální deoxynukleotidyl transferázou

VLPs virus-like particles částice podobné virům
VP1 viral structural protein 1 virový strukturní protein 1
VP2 viral structural protein 2 virový strukturní protein 2


