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Abstrakt

Virové Castice predstavuji diky své struktufe a schopnosti vstupovat do bunék, kde uvoliiuji svij
obsah, atraktivni nastroj pro dopravu latek do bunék. Pro terapeutické vyuZiti vird je tfeba zajistit
specificky a vysoce uginny vstup do cilovych bunék. K tomuto G&elu byly vyvinuty rizné techniky
smérovani virl na pozadované receptory. Tato prace nabizi pfehled metod pouZivanych pfi
presmérovani virll se zamérem zhodnotit dosavadni UspéSnost pfesmérovani z hlediska specificity a
ucinnosti vstupu vytvorenych virovych ¢astic do bunék. Na zakladé publikovanych dat a s ohledem na
mechanismy virové infekce ukazuje, Ze je obtiZzné zamezit nespecifickému vstupu virovych ¢astic do
buniky a dosaZeni absolutni specificity je zfejmé nemozné. | pfes tato drobna omezeni jsou virové
nanoCastice prevratnym terapeutickym nastrojem pro dopravu latek do bunék a je tfeba jejich

potencialu vyuZzit.

Klicova slova: virové dopravni systémy, VLPs, smérovani, vazba na receptor, tropismus,

internalizace viru, selektivita, pseudotypovani, usmérnéna 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 Uvod

Viry odedéavna svadély se svymi hostiteli boj o preZiti. VV posledni dobé se v3ak tato role méni
a zbrang, které si viry po mnoho let spolecné evoluce vyvinuly proti nam, ted vyuZivdme v nés
prospéch. Viry se totiZz dokazi pro imunitni systém leckdy nepostifehnutelné pohybovat po nasem téle,
vazat se na nékteré burky, do téchto bunék vstupovat a vnaset sem svou genetickou informaci. Tato
schopnost se pfimo nabizi pro vyuZiti v metodach genové terapie. Pomoci virovych vektor(l je mozné
zacilit genovou 1éCbu na konkrétni bunky téla (napfiklad nadorové ¢i bunky s genetickymi
poruchami). Soucasné technologie dokonce umoZfuji pouZiti uméle vytvorenych virovych schranek
(kapsid) jako nanokontejner(i pro dopravu terapeutickych nebo diagnostickych latek do bunék. Pro
toto pouZiti je vak tfeba mit jistotu, Ze virové vektory proniknou pravé do nami vybranych bunék a ne
do jinych, kde by mohly zpisobit poSkozeni. V takovychto pfipadech je proto nutné peclivé
analyzovat nikoliv U¢innost exprese vnasenych gend (ktera mize byt ovlivnéna fadou faktord), ale

vylucnost interakci mezi virovou €astici a cilovou burkou.

Cilem této prace je pomoci publikovanych dat zhodnotit, zda viibec mohou virové systémy
nabidnout dostateCnou selektivitu, specificitu, a G¢innost pro smérovanou dopravu latek do bunék a
zda mohou byt takové virové systémy prfesmérovany dle potfeb (napf. na nadorové buriky). Pro
zodpovézeni téchto otazek je dlezité pochopit Glohu interakce virli s receptory pfi uréeni tropismu
viru a analyzovat soucasné znalosti o vazbé viru na receptor, internalizaci viru a exocytozu pravé s

ohledem na moZné aplikace virovych ¢astic pro smérovanou dopravu latek do bunék.



2 Internalizace viru

Vyznamnou roli pfi vyvoji virovych vektord hraje tkariovy nebo bunécny tropismus
[schopnost viru infikovat nebo poSkozovat specifické tkané nebo buriky (Knipe a Howley, 2007)].
Tropismus je velkou mérou urCen interakci s bunéEnym receptorem, ale ne vSechny buriky, do kterych
virus dokazZe vstoupit, jsou pro néj zaroven permisivni - nemusi dovolit propuknuti virové infekce. Pro
dopravu latek virovymi vektory (modifikované virové Castice, které nejsou infekéni a slouZi
k prepravé DNA ¢i jinych molekul) viak postaci internalizace virové astice k tomu, aby byla latka do
bunky dorucena, coZ znamena, Ze pro cileni nemusime vyuZivat pouze buriky permisivni pro virus. Na
druhou stranu skutegnost, ze mnoho virll dokaZe vstoupit i do jinych nez permisivnich bunék, mdze
sniZovat specificitu doruceni. DalSi Uskali spoCiva v dosud téméF nezkoumaném nespecifickém vstupu
viru do buriky, napfiklad pfijmem tekuté faze. Dulezity mlze byt i dal$i osud viru, ktery je

nespecificky do burfiky zavzat — zda ma Sanci uvolnit naklad na vhodném misté.

Proto je pfi pokusech o pfesmérovani virovych Castic tfeba dobfe rozumét mechanismu
interakce viru s bunénym povrchem a jeho nésledné internalizaci. Pro kvalitni pfesmérovani je tfeba

uvazit zejmena dva faktory - i€innost dopravy a jeji specificitu.

Uginnost dopravy pomoci virovych &astic je vétsinou hodnocena jako mira transdukce bunék
na pocet vloZenych virovych €astic ¢i genoml. Alternativné se pfi srovnavacich experimentech pfi
konstantnim poCtu uzivanych variant virovych ¢astic/genomd hodnoti G¢innost jako procento bunék,
do nichZ virova &astice vstoupi. Uginnost je ovlivnéna prakticky na vech Grovnich internalizace viru,
tedy od zachyceni viru na povrchu bunky, interakce s receptorem, signalizace pro zahdjeni
endocytosy, v nékterych pripadech prestavby cytoskeletu, samotné endocytosy, Uniku z endosomd, az
po pripadny prdnik do bunéného jadra (Obr. &. 1). Vin vivo experimentech je G&innost také

vyznamné ovlivnéna Cinnosti imunitniho systému.

Specificitu dopravy pomoci virovych Castic Ize definovat jako schopnost Castic doruCovat
virovy obsah pouze do urCitych (jasné definovanych) cilovych bunék a ne do jinych. Ovlivriuje ji
zejména interakce s povrchovym receptorem, a proto je specificita ¢asto zaménovana za selektivitu.
Castice, kterd méa pro néktery receptor vétsi afinitu (selektivitu) nez pro jiny, bude sice ochotngji (v
zavislosti na rozdilu afinit a po¢tu receptortl) vstupovat do bunék obsahujicich vysokoafinitni receptor,
ale s jistou pravdépodobnosti i do bunék jinych. Selektivita mize byt tedy do velké miry ovlivnéna
napf. zménou koncentrace nebo konformace receptord, zatimco specificitu nelze témito faktory
zménit. U virovych Gastic nesoucich geneticky material pro genovou expresi miZe byt specificita

ovlivnéna jinymi faktory, napt. pfitomnosti bunéénych enhancertl pro zahajeni transkripce.



Obr. €. 1: Kroky vstupu viru endocytosou
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Upraveno podle Marsh a Helenius (2006).

2.1 Interakce viru s receptorem

Rozhodujicim krokem virové infekce je vazba viru na povrchovy bunény receptor. Nékteré
viry se vazi pfimo na receptory, jez zprostfedkuji internalizaci viru, jiné se nejprve zachyti na
molekulach buné&ného povrchu ziejmé diky nespecifické interakci (napfiklad elektrostatickymi silami
se zaporné nabitymi sacharidy), odkud se potom mohou snadnéji lateralni difuzi pfesunout ke

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

Viry pro svlj vstup do buriky vyuZivaji rozmanité molekuly nalézajici se na bunétném
povrchu, které obvykle slouZi bufice k jinému GcCelu, Casto vaZi ligandy, jejichZ vazba vyvola v burice
signalizaci. Z pohledu virového vstupu tyto molekuly predstavuji receptory vazajici virus. Afinita
vazby bunééného receptoru se svym pfirozenym ligandem nebyva pfrili§ vysoka, coz dava $anci virim,
aby svoji vyssi afinitou pro dany receptor dokazali receptor obsadit a vyuZit jej pro svdj vstup. Viry
navic Casto pokryvaji pfi kontaktu s receptorem vétsi povrch tohoto receptoru nez pfirozené ligandy,
napfiklad virus virus lidské imunitni nedostateCnosti (HIV) Ci adenovirus (shrnuli Stuart a Jones,

1995).



Pravidelné uspofadani virovych Gastic navic virlm umoZiiuje zvysit aviditu multivalentni
vazbou k receptordm. Avidita zavisi na poctu vazebnych mist, ktera se vazby UG€astni a dochazi tak
k nasobeni afinity jednotlivych interakci. PFikladem takové vazby je vazba adenoviru na bunécny
receptor CAR (receptor coxsackie viru a adenoviru). Lortat-Jacob et al. (2000) studovali kinetiku této
vazebné interakce a jednoznacné potvrdili, Ze pfi vazbé adenoviru na receptor se uplatfiuje
mechanismus zaloZzeny na multivalentni vazbé. Adenovirus nese na svém povrchu vycnélky,
zakoncCené trimerni globularni doménou, tzv. knoflikem. T¥i molekuly receptoru CAR jsou vazany na
jediné adenovirové vlakno a celkova sila vazby viru se déale zvySuje s poctem interakci mezi dalSimi

vldkny a CAR, coZ zajiStuje pevnou vazbu viru k burice (Lortat-Jacob et al., 2000).

Na zakladé pozorovani vztahu mezi poctem receptordl pro virus na burice a poétem vazebnych
protein viru, ¢i vztahem mezi velikosti viru a poctem vazebnych mist pro virus na burice navrhli jiz v
roce 1990 Wickham et al. (1990) teoretické modely receptorem zprostfedkovaného pfipojeni viru
k bunénému povrchu. Prvnim modelem jsou viry, jejichZ pfichyceni Kk burice je zaloZzeno na
monovalentni vazbé (Obr. €. 2a). Jsou to viry, které jsou stericky neschopné vézat vice nez jeden
receptor s vysokou afinitou, pfipadné se jejich receptor vyskytuje na povrchu buriky ve velmi nizké
hustoté. Do této skupiny byl zafazen rhinovirus. Druhy zplsob pFichyceni k buiice, ktery vyuziva
napfiklad adenovirus, je zaloZen na multivalentni vazbé virového receptoru. Nejprve dojde k interakci
s jednim receptorem, ktera je nasledovana fadou reversibilnich vazeb k dal$im receptorlim (Obr. &.
2b). Je zde patrna negativni kooperativita celkové vaz by, nebot” dochazi k saturaci receptorl a dalsi
viry se jiz nemohou na buriku navazat. Ve tfetim modelu dochazi k prostorové saturaci multivalentni
vazbou. Povrch bunék s vysokym poctem virovych receptor( je pIné obsazen virovymi Casticemi
dfive, neZ dojde k saturaci receptor(i (Obr. &. 2¢). Timto zplsobem se na povrch buiiky ziejmé vaze
virus vezikularni stomatitidy. Dal$im, jiz dfive navrzenym zplisobem, je vazba viru pouze ke

specifickym oblastem buriky, tzv. doménam (Lipkind a Urbakh, 1988).
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Obr. €. 2: T¥i teoretické modely vazby viru na bunécny receptor

(a) Schéma monovalentni vazby viru na receptor. (b) Schéma multivalentni vazby viru na receptor, pfi niz
dochazi k saturaci receptor(. (c) Schéma multivalentni vazby viru na receptor, pfi niz dochazi k prostorové
saturaci. Upraveno podle Wickham et al. (1990).



Je tedy ziejmé, Ze kromg afinity a avidity vazby, hraje pfi interakci viru s receptorem ddlezitou
roli také koncentrace a rozmisténi receptordl urcujici stechiometrii vazby. Velké mnoZstvi bunék
zfejmé nese molekuly, ke kterym se viry umi vazat, malokdy v3ak virus pro vstup vyuzivd molekulu
specifickou pouze pro jediny bunélny typ. K selektivni internalizaci viru urCitymi bufikami vsak
pravdépodobné dochazi jen tehdy, vyskytuje-li se na povrchu kritické mnoZstvi receptor(, které

umozni vyznamnou vazbu viru (Wickham et al., 1990).

Multivalentni vazba viru miZze byt pravdépodobné ovlivnéna také geometrii virovych Castic.
Proteiny, které jsou vzdalenéjsi od mista vazby k receptoru, maji mensi pravdépodobnost, Ze se budou

nachazet ve vhodné roving pro interakci s dalSimi receptory (Wickham et al., 1990).

Dopad na ucinnost virového vstupu do buriky ma jisté i fakt, Ze hladina a distribuce receptort
a koreceptord je variabilni jak mezi rdznymi typy bunék, tak i mezi buiikami stejného typu a dokonce i
v ramci jediné burky (Gibbons et al., 2010). Nejen celkova koncentrace receptort, ale jejich lokalni
hustota mdZe tedy hrat zasadni roli, a proto je tfeba uvaZzovat i pohyblivost receptortl v plazmatické

membrané.

Vliv pohyblivosti receptoru na vstup viru do buniky zkoumal Ewers et al. (2007). Pomoci
metody interferometrické optické detekce zaznamenali stopu pohybu virionu SV40 (opici virus 40)
navazaného na uméle vytvorené membrané. Tato metoda méa nespornou vyhodu v moZnosti sledovat
neznaené objekty pouze na zakladé rozptylu svétla. Vlastnosti sledovaného objektu tedy nejsou
pozménény vazbou fluoroforu €i jiné znaCky. Viriony SV40 navazané na molekule receptoru GM1 se
pohybovaly v membrané s difusni konstantou pouhych 0,0088 + 0,0004 pum?/s. Metodou obnoveni
fluorescence po fotovybéleni (FRAP, z angl. fluorescence recovery after photobleaching) poté zmérili
difusni konstantu fluorescencné znaCeného gangliosidu GM1 zabudovaného v membrané. Tato
konstanta ¢inila 3,8 + 1,4 pm%s. Vazba virion(i na receptor tedy sniZila pohyblivost GM1 receptoru

v membréné o vice nez 2 fady.

Metodou vypocetniho modelovani zaloZeného na experimentéalnich datech ziskanych z umélé
membranové dvouvrstvy Szklarczyk et al. (2013) zkoumali roli difuse receptoru, koncentrace
receptoru a poctu receptor( vyZadovanych pro stabilni vazbu viru SV40 na receptor GM1. Zjistili, Ze
pro stabilni interakci tohoto viru s bufikou je zapotfebi po vytvofeni prvniho kontaktu s jednim
receptorem, navazat béhem kratkého Casového Useku nejméné 4 receptory GML1. PF¥i nizkych
koncentracich receptoru (které se zfejmé nachazeji v buiikach) je difuse receptoru dllezitad pro
ustaveni stabilni vazby. PFi téchto fyziologickych koncentracich je totiz pohyb receptorli v ramci
membrany dilezity pro nahromadéni dostate¢ného mnoZzstvi navazanych receptorll. Kdyz se receptor
pohyboval pomalu, viriony disociovaly z membrany pFedtim, nez mohly shromézdit dostatecné

mnoZstvi receptor( pro formaci stabilni vazby. V normalnich burikach dochazi ke shlukovani GM1



molekul (Fujita et al., 2007; Parton, 1994), a SV40 je tedy schopen stabilni vazby i na bunky, jejichz

celkova koncentrace GML1 je pro vazbu pfili§ nizka.

2.2 Vstup viru do bunky

Po zachyceni viru na bunééném povrchu nésleduje receptorem zprostfedkovany vstup viru do
buriky. Obalené viry vstupuji do bufiky fuzi mezi lipidovym obalem viru a bunéénou membrénou,
ktery je zajistén glykoproteiny umisténymi v lipidové dvojvrstvé viru. Glykoproteiny jsou
membranové proteiny kédované virovym genomem, ale syntetizované buné&nym aparatem. K jejich
zabudovani do hostitelské membrany dochazi pfi puceni viru z buiiky. Nékteré viry jsou nezavislé na
pH, fazuji tedy s plazmatickou membranou, zatimco viry zavislé na nizkém pH fazuji s membranami
endosomalnich kompartmentl. Nejprve dojde ke $tépeni prekurzoru virového glykoproteinu, ¢imz se
dostane do metastabilniho stavu. Po vazbé viru na receptor Ci vystaveni nizkému pH dojde ke
konformacni zméné a obnaZeni fazniho peptidu, kratké oblasti glykoproteinu, ktery umozni fazi

membran (shrnuli Eckert a Kim, 2001).

Nékteré obalené viry (zavislé na pH) a vSechny neobalené vstupuji do buriky endocytosou.
Interakce viru sreceptorem Casto vyvold signalizaci, potfebnou pro zahajeni endocytosy viru
pFipojeného k receptoru do buriky. Nékdy vSak pro zahajeni endocytosy nemusi byt nezbytna aktivace
signalni drahy, ani vlastnost bunécného receptoru, ale pouze mechanické sily na membrané. Ewers et
al. (2010) totiz zjistili, Ze pokud se Castice viru SV40 navaze na povrch bunky, kde je dostatecné
mnoZstvi jeho receptord (gangliosidd GM1), dojde samovolné k zakfiveni membrany mnohonasobnou
vazbou receptor( a nasledné i tvorbé invaginaci bunééné membrany obsahujici viry dovniti do buriky
(Obr. €. 3). Za odstfizeni téchto invaginaci od povrchu membrany je jiz zodpovédny bunécny aparat
(tyrosin  kindzova signalizace, dynamika aktinového cytoskeletu, pfitomnost cholesterolu

v membrang).

Ewers et al. (2010) dale objevili, Ze na tvorbu endocytickych tubulll ma vliv struktura
receptorového gangliosidu GM1. Modifikovany gangliosid s kratSim acylovym fetézcem sice umoznil
pFichyceni viru, ale nedoSlo k tvorbé membranovych invaginaci, zatimco gangliosidy s delSimi at’ uz
nasycenymi ¢i nenasycenymi acylovymi fetézci spontanni invaginaci umoznovaly. Rigidni struktura
uhlovodikového Fetézce tohoto gangliosidu je tedy podstatné pro infekci virem SV40. Prokézali déle,
Ze schopnost indukovat membranové invaginace sdili také ostatni polyomaviry a dokonce nékteré
bakterialni toxiny (Shiga a cholera toxin), jejichZz geometrie vazebnych mist pro GM1 je podobna jako
u SV40.



Obr. ¢. 3: Vazba SV40 indukuje membranové invaginace na burice

Snimek z elektronové mikroskopie VLPs polyomaviru po 30ti minutach inkubace s buiikami CV-1. VLPs lemuji
lumen tubularnich membranovych invaginaci (Sipky). Méfitko 200 nm. Upraveno podle Ewers et al. (2010).
Vlastni zakfiveni virll a jejich schopnost interagovat pfimo a s vysokou aviditou s molekulami
na povrchu membrany méze vyvolat tvorbu membranového zakfiveni a invaginace v misté kontaktu.
Invaginace mdze zapficinit akumulaci specifickych lipidQ, proteind, které interaguji s témito lipidy
vcetné signalnich proteinl, které mohou byt také aktivovany shlukovanim receptord, a molekul
snimajicich zakfiveni membréany. VSechny tyto molekuly se mohou spolecné podilet na stimulovani
specifického endocytického aparatu (Doherty a McMahon, 2009). Mechanickou indukci zakfiveni a
vchlipovani membrany pravdépodobné nedokaZou vyvolat viry s monovalentni vazbou na receptor,

napfiklad rhinovirus (Wickham et al., 1990).

Neékteré viry pro zvyseni frekvence vstupu do buiky vyuZivaji vice mechanismd, jak
proniknout pres plazmatickou membranu do endosomalnich kompartment(. Virus chfipky napfiklad
vyuZiva priblizné ze dvou tfetin vstup pomoci endocytosy zprostfedkované klatrinem, zatimco zbylé
Castice vstupuji do burky cestou nezavislou na klatrinu i kaveolinu (Rust et al., 2004). Obé cesty
nasledné vedly k fuzi viru s vnitrobunéénymi membranami s podobnou ucinnosti. Virove Castice, které
byly transportovany pomoci klatrinu, iniciovaly vznik klatrinovych vackd okolo viru de novo, a pouze
5 % vSech Castic asociovalo s oblastmi membrany, kde jiZ klatrin akumulovan byl. Rust et al. (2004)
dale navrhli, Ze silnd multivalentni vazba viru chfipky na kyselinu sialovou, ktera je jeho receptorem,

mUiZe vést k zakFiveni membrany okolo viru, ¢imz spousti tvorbu klatrinového obalu pod membranou.



2.3 Nespecificky vstup viru do buriky

2.3.1 Cesty nespecifického vstupu
Pro doruceni latek do bunék pomoci virovych vektor( je tfeba védét, do kterych bunék je virus
schopen vstoupit a to nejen specificky, ale také nespecificky, at’ uz napriklad makropinocyt6zou tekuté

faze, €i dosud nezndmymi mechanismy.

2.3.2 Proteinova korona

Nanocastice v télesnych tekutinach asociuji s riznymi biomolekulami, zejména proteiny, které
se zachytavaji na jejich povrchu a tvofi takzvanou proteinovou koronu. Tyto proteiny se mohou
vymeénovat v zavislosti na okolnim prostfedi. Proteinovy obal mize mit vliv na interakci nanocastic
s bunéCnymi receptory a jejich vstup do bunék (shrnuli Monopoli et al., 2012). Doposud nebyl
proveden vyzkum vyskytu a pfipadného vlivu proteinovych koron na virech. Virové Castice zejména
neobalenych vir(, které maji exponovanou kapsidu s mnoha vazebnymi misty, se nanocasticim
strukturné podobaji a je tedy mozné, Ze se proteinova korona vytvari i na jejich povrchu. Pokud by
tomu tak skutecné bylo, proteinové korony by se podilely na nespecifickém vstupu viru do buriky

skrze nékteré z proteind, které na virus adherovaly.

Zajimavy objev u€inili Surviladze et al. (2012), kdyzZ zjistili, Ze lidské papilomaviry (HPV) se
pri infekci keratinocytll nejprve zachyti na nespecifickém faktoru na povrchu buriky, kterym jsou
heparan sulfatové proteoglykany (HSPG) (Giroglou et al., 2001; Joyce et al., 1999), a poté jsou
odstfizeny bunécnymi metaloproteinazami z povrchu buriky v komplexu s témito HSPG, rdstovymi
faktory (GF) a dalSimi bioaktivnimi molekulami, které jsou pfirozenymi ligandy HSPG. Virus
nasledné vyuZiva specificitu a vysokou afinitu asociovanych rlstovych faktord pro presun k receptoru
pro rlstovy faktor (GFR) a jejich interakci, HPV tedy s timto receptorem neinteraguje pfimo, ale pres
mustek vytvofeny GF. Tato vazba zarovei vyvola signalizaci potfebnou pro zahajeni endocytézy. Ve
své studii ukazali, Ze HPV asociované se solubilnimi komplexy HSPG-GF mohou dokonce infikovat
buiiky postradajici HSPG. Burika tedy nemusi mit receptor pro vstup papilomavirt a pfesto mize dojit

k jejich vstupu, pokud se buriky nachazeji v blizkosti jiné buiiky nesouci HSPG.

2.4 Exocytoza internalizovaného viru

Exocytdza byla dosud studovana pfedevsim u nanocastic, kde hraje roli v setrvani nanocéstic
v burice. Panyam a Labhasetwar (2003) uk&zali, Ze nanoCastice, které nenesou smérujici ligandy a tedy
nemohou vstupovat do bufiky specificky, vstupovaly do bunék hladké svaloviny cév pomoci
pinocytosy tekuté faze a nespecifikovanym receptorem zprostfedkované endocytosy. Exocytdza
nanocastic byla pomalejsi nez exocytdza markeru fluidni faze a byla zavisla na energii. Intracelularni

hladina nanoCastic se zvySovala pfi udrZeni stalé koncentrace nanocastic v extracelularnim prostfedi.



Po nahrazeni extracelularniho média s Casticemi Cerstvym médiem se hladina intracelularnich Castic
snizila. Délka pretrvani Castic v burice vzristala se vzrlstajici davkou €astic v médiu. Odebrani séra
z média zplsobilo zastaveni exocytosy nanocastic, naopak prFidavek BSA (hovéziho sérového
albuminu) do média obnovoval exocytosu Castic, coZ napovida, Ze proteiny z média mohou byt
adsorbovany na povrch nanocéstic, €i unadSeny spolecné s nanoCasticemi do buriky, kde interaguji

Vv

s exocytickou drahou a mohou zpdsobit vys$$i miru exocytosy nanocastic.

Furumoto et al. (2001) pozorovali, Ze mira exocytosy polystyrenovych nanocastic
v hepatocytech se liSila podle toho, jaké molekuly séra se na Césticich pred jejich endocytovanim
zachytily. Zda se tedy, Ze typ smérovaciho ligandu na povrchu viru a tedy bunécny receptor ligandu
prisludejici, ma vliv na exocytosu viru, sméruje totiZ virus do konkrétni endocytické drahy, ktera je
ur¢itym zplsobem propojena s drahou exocytickou, coZz mlze urcit dobu pretrvani nespecificky

zavzatych virovych ¢astic v burice.

Gibbs a Lienhard (1984) odvodili, Ze za jednu hodinu se recykluje 20 % plazmatické
membrany adipocytd, pficemz membrany, které jsou internalizovany, jsou nahrazeny exocytickymi
vaCky ve stejné mife jako je mira internalizace. Lze tedy oCekdvat, Ze C&st nanocCéstic pfitomnych
v médiu by méla byt neustéle recyklovana dovnitf a ven z buriky, zatimco €¢ast nanocastic vstoupi do

pozdnich endosomd a lysozomu a nékteré Castice z nich uniknou do cytoplazmy.

Uvnitf endosom( vznikaji tzv. intraluminalni vacky, kam jsou Gasto dopravovany genomy
virll. Pokud endosom flzuje s plazmatickou membranou, dojde k exocytose intraluminalnich vackd ve
formé tzv. exosomd, které mohou byt v extracelularnim prostfedi pohlceny jinou buiikou a tim dojde
k prenosu viru do jiné bunky bez nutnosti interakce samotného viru s receptorem a tedy v podstaté

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

Exocytdza, s vyjimkou nové objevenych exosémd, béhem virové infekce nebyla dosud
systematicky zkoumana. NaSe nepublikované vysledky ukazuji, Ze v pribéhu produktivni infekce
mySim polyomavirem k exocyt6ze nadbytecnych virovych ¢astic dochazi (Moravkova, nepublikované
vysledky) a v nepermisivnich lidskych burikdch virus vydrZi vice nez 48 hodin neZ je z burnky

odstranén (Stancikové, nepublikované vysledky).



3 Presmérovani virovych castic

Viry jsou velmi dokonalymi néstroji pro pfenos nukleové kyseliny. Této schopnosti se vyuziva
zejména v metodach genové terapie, kdy mize byt do virové kapsidy uloZzena DNA kédujici protein,
ktery je v cilovych bunkach defektni, malé nukleové kyseliny s regulacnimi funkcemi a v neposledni
fadé také nukleova kyselina kodujici antigeny pro vakcinaci (shrnuli Giacca a Zacchigna, 2012). Viry
a virlm podobné castice (VLPs), které jsou tvoreny pouze obalovymi proteiny, ale postradaji
nukleovou kyselinu, diky éemuz jsou neinfekéni, mohou byt také vyuZity pro prenos IéCiv, antigend a

kontrastnich latek do cilovych bunék.

Pro aplikaci dopravy pomoci virovych vektor( je tfeba vytvofit virové Castice, jez specificky
interaguji s vybranym bunécnym typem. V soucasnosti pouzivané virové vektory vsak nejsou schopné
pokryt veSkeré spektrum bunék, na néz se ma doprava cilit a je tedy tfeba modifikovat virové Castice
za UCelem jejich pfesmérovani z pfirozeného receptoru na receptor nalézajici se na povrchu cilovych
bunék. Stim je v3ak spojeno Uskali, Ze ne kazdy bunécny typ nese na svém povrchu jedineny typ
molekul, ktery by byl navic schopen vyvolat internalizaci viru, a proto pravdépodobné v dohledné
dobé nebude moZné cilit virové Castice na libovolné bunky. Jako buriky, nesouci charakteristickou
povrchovou molekulu, na které je zapotiebi dopravu cilit, mdZzeme oznacit nadorové buriky, nebot u
nich dochazi k dramatickym zméndm genové exprese pfFi nadorové transformaci a dochazi Casto
k nadmérné expresi nékterych povrchovych molekul, mezi néZ patfi napfiklad prostaticky specificky
membranovy antigen (PSMA) nachazejici se na bunikach rakoviny prostaty (Israeli et al., 1993),
molekula HER2/neu [receptor pro lidsky epidermalni rlistovy faktor vyskytujici se ve zvysené mife na
buiikach rakoviny prsu (Yarden, 2001)], ¢i EGFR [receptor pro epidermalni rdstovy faktor (Walker a
Dearing, 1999; Hirsch et al., 2003; Colquhoun a Mellon, 2002)].

Pro smérovani a presmérovani virovych Castic bylo dodnes vyuZito nékolika pristupd
modifikace virové kapsidy. PFi smérovani dojde k vyuZivani novych bunéénych receptorl pro vstup
viru, ale virus ma stale zachovan i plvodni tropismus, zatimco prfesmérovani docili nejen zmény
vstupniho receptoru, ale i zruseni vazby na receptor pdvodni. Rada bych zde jak jednotlivé pfistupy,
tak i nékteré konkrétni pokusy o presmérovani vir(l rozvedla podrobngji, nebot’ na nich Ize ukazat

moznosti a omezeni virového sméerovani.

3.1 Presmeérovani virovych castic pseudotypovanim

Pseudotypovani je metoda nahrazeni virovych protein(i pro pfichyceni viru k burice proteiny
pribuzného viru. U obalenych virll jde o nahrazeni téchto protein(i v lipidové dvojvrstvé, zatimco u
neobalenych je nahrazen kapsidovy protein jednoho viru kapsidovym proteinem jiného sérotypu téhoz

viru ¢i jiného viru. Tento pristup tedy mize vést k unikatnimu tropismu pseudotypovaného viru.
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Adenoviry (Ad) jsou jedny z nejdéle studovanych a nejvice uzivanych vektor(i pro genovou
terapii, a proto existuje mnoho publikovanych dat o rliznych formach jejich prfesmérovani, vcetné
pseudotypovani. Jak jiz bylo zminéno, za vazbu na receptor je zodpovédnd trimerni proteinova
struktura (nachézejici se na vlaknitém vybézku kapsidy) nazyvana knoflik. Nejlépe studovany sérotyp
5 adenoviru (Ad-5) rozpoznava burky nesouci CAR (receptor coxackie viru a adenoviru) (Bergelson
et al., 1997). Pro pfesmérovani na buriky, které nenesou CAR je mozno vyuZit i pseudotypovani,
pficemZ je dobfe prozkoumany genom Ad-5 obalen kapsidovymi proteiny nesoucimi knofliky jiného
Ad sérotypu pfipadné i jiného viru. Mercier et al., 2004 zvolili pro pfesmérovani strukturni protein
zcela nepfibuzného viru, reoviru (neobaleny virus s dvojvldknovym RNA genomem). Vytvorili
adenovirus, Ktery na svém povrchu vystavuje trimerni reovirovy vnéjsi kapsidovy protein ol, jenZ je
strukturné podobny adenovirovému knofliku. Tento protein umoznil transdukci dendritickych bunék
skrze adhezni molekulu tésnych spojd 1 (JAM1, z angl. junctional adhesion molecule 1), ktera je

receptorem reovir( (Barton et al., 2001).

Murakami et al. (2010) se snaZzili zacilit adenovirové vektory na prostatické naddorové burky,
na kterych se ale pfirozeny receptor adenoviru sérotypu 5, CAR, prili§ nevyskytuje (Okegawa et al.,
2000). Zameénili tedy vlaknitou strukturu adenoviru sérotypu 5 za vlaknitou strukturu jinych sérotypl
prislusejicich druhu B adenovird, které se na rozdil od ostatnich druhli nevazi na CAR (Roelvink et al.,
1998). Potvrdili, Ze vytvorené vektory vstupuji do bunék cestou, kterd je nezavislad na CAR a déle
ukézali, Ze vektor s vl&knitou strukturou adenoviru druhu B sérotypu 3 velmi dobfe vstupuje do
nadorovych bunék prostaty, nejspiSe diky interakci s receptorem CD46 (diferenciani skupina 46
fungujici jako regulacni protein komplementu), ktery je receptorem B druhu adenovir( (Sirena et al.,
2004; Fleischli et al., 2007) a je nadmérné exprimovan na nadorovych burikach (Hara et al., 1992;
Thorsteinsson et al., 1998; Kinugasa et al., 1999; Murray et al., 2000). Zaroven v3ak tento vektor
transdukoval i normalni buriky prostaty (primarni prostatické epitelialni buriky) ackoli pfiblizné 13krat
méné ucinné nez bunky nadorové. Vytvoreny vektor ma tedy vysokou selektivitu pro buriky prostaty,
aviak pro zajisténi specificity pouze na nadorové buiiky prostaty by jeSté bylo tfeba provést dalsi

modifikace.

Pro genovu terapii se také Casto vyuZivaji vektory odvozené od adeno-asociovanych vird
(AAV). AAV jsou malé neobalené viry nesouci jednovlaknovou DNA. Lze je jednodude manipulovat
pro prenos heterolognich genli a experimentalné vyuZivat pro léCbu monogennich genetickych
chorob. Jednou z takovych chorob je cysticka fibréza. Jedna se o vdZnou poruchu zapficinénou
nefunkénim transmembranovym regulatorem vodivosti (CFTR, cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator), ktera se projevuje chronickym onemocnénim dychacich cest (Ratjen a Déring,
2003). Moznost jeji 1éCby genovou terapii v postnatalnim véku je obtiznd, Keswani et al. (2012) se

Pro pokus pouZili adeno-asociovany virus sérotypu 2 (AAV-2) a zjistovali, zda jeho pseudotypovanim
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jinymi sérotypy, proti nimz se v lidské populaci nevyskytuje tolik protilatek jako proti AAV-2 (Boutin
et al., 2010), dosahnou vyssi G¢innosti transdukce téchto tkani na modelu mysi se Stépem lidskeé fetalni
¢i dospélé prldusnice. Nejlépe buiiky prddusnice transdukovala chiméra AAV2/8 (genom AAV-2
obaleny kapsidovymi proteiny AAV-8) a nepseudotypovany AAV-2. Po jednom mésici od aplikace
10* virovych &astic bylo transdukovano zhruba 91% bunék respiracniho epitelu a 54 % submukdznich
bunék Zlaz sérotypem AAV2/8 a 93 % bunék respiratniho epitelu a 37 % submukdznich Zlaznatych
bunék v pfipadé AAV-2. Po tfech mésicich od aplikace se transdukce obou typd bunék obéma typy
AAV zvysila na 99 % [GCinnost transdukce byla urena jako procento positivné zbarvenych bunék
expresi LacZ (gen pro bakterialni B-galaktosidazu)]. Podobné vysledky Uspésného prenosu genl
poskytovaly i lentivirové vektory pseudotypované obalovymi glykoproteiny viru vezikularni
stomatitidy (Lim et al., 2003) a dalsi AAV vektory (Lim et al., 2002), zda se tedy, Ze fetélni
pridusnice by mohla byt snadno pfistupna jakékoli smérovaci strategii. Jako diivody pro tuto
domnénku uvadéji Keswani et al. (2012) snizenou fyzickou bariéru, imunologicky tolerantni prostfedi,
snaz8i pristup k vyvijejicim se submukdznim Zldzam a mozZnost transdukovat kmenové buriky
respiradniho epitelu. Selektivita pro transdukci fetalni pridusnice byla ovéfena porovnanim

s transdukci prldusnice dospélého jedince, ktera byla vyznamné nizsi.

PouZiti chimérniho AAV2/5 sérotypu (genom AAV-2 obaleny kapsidovymi proteiny AAV-5)
namisto bézného AAV-2 sérotypu umoznilo snizit ucinnou davku Castic pro transdukci slinné Zlazy
v mySim modelu (Geguchadze et al., 2012). Po doruCeni genu byla jeho exprese stabilni po dobu 8
tydnd. Navic niZ8i davka sniZila toxicitu vektoru pro organismus a zmirnila efekt na normalni funkci

slinné Zlazy.

3.2 Presmérovani virovych ¢astic spojenim prvk( prokaryotickych a
eukaryotickych vektor(

Nevyhodou pouZivani vektorli odvozenych od virll infikujicich eukaryotické buiky je
zpravidla jejich Siroky tropismus, ktery brani specifickému smérovani. Na rozdil od eukaryotickych
vektord, prokaryotické virové vektory infikuji savéi buriky s nizkou Gginnosti, je vSak mozné je
smeérovat vloZenim epitopu, rozeznavajicich ur€ity ligand do virové kapsidy. Hajitou et al. (2006)
zavedenim AAV kazety do jednovldknového genomu bakteriofaga a RGD (Arginin-Glycin-Aspartat)
motivu, rozpoznavajiciho a, integrin [nadmérné exprimovany protein v krevnim fecisti nador( (Arap
et al., 1998; Hood et al., 2002)] do kapsidy faga (AAV/fag) pfesmérovali tento vektor in vivo na
nadorové burfky. Imunobarvenim, pozitronovou emisni tomografii a zobrazovanim bioluminiscence
studovali na mysich nesoucich $tépy lidskych nadorovych tkani expresi reportérovych genl
dorucenych vektorem. Genova exprese byla specifickd pro bunky n&doru nesoucich integrin a,,
kontrolni vektor bez RGD motivu nebyl schopen nadorové bunky transdukovat (Obr. €. 4). Zdravé

organy nebyly vektorem transdukovény. Po vloZeni cytotoxického genu do zkonstruovaného vektoru
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se podafilo docilit zmenSovani nadoru. Vytvoreny vektor by se mohl stat dobrym cilenym nastrojem

doruceni poZadovanych gend, ale i pro zobrazovani rozlozeni konkrétnich molekul v téle.

e
A
o o

x10° fotonu/sekunda/em?2/sr

Nesmérovany Smérovany Smérovany
AAV/Idg  AAV/fdgjinym  AAV/Idg RGD
peplidem peptidem

Obr. €. 4: Molekularni zobrazovani mysi nesoucich nador zprostfedkované smérovanym chimernim
virem AAV/fag

In vivo zobrazenim bioluminescence exprese luciferdzy po systémovém doruceni AAV/fag. Nahé mysi nesouci
$tép nadoru odvozeného od DU-145 obdrzely jednu intravendzni davku AAV/fag smérovaného RGD peptidem
nebo kontrol (nesmérovaného AAV/fag ¢i AAV/fag smérovaného jinym peptidem). Upraveno podle Hajitou et
al. (2006).

3.3 Presmérovani virovych ¢astic smérujicim ligandem

3.3.1 Adaptorova strategie
Jednou z moZnosti jak pfipojit na virus specificky ligand, je vytvofit bispecificky molekularni
adaptor. Ten na jedné strané vaze virovou kapsidu a na druhé obsahuje nebo vaZe ligand pro receptor,

na ktery chceme virus cilit.

Adaptorova strategie je opét Casto vyuZivana u adenovird. Pomérné vysoké ucinnosti a
specificity dorueni genu do dendritickych bunék bylo dosazeno nekovalentnim pfipojenim
adapterové molekuly, kterd premostila adenovirovy vektor sérotypu 5 (Ad5) a povrchovy receptor
dendritickych bunék CD40 (diferenciacni skupina 40) (Pereboev et al., 2004). Adapterova molekula se
skladala z povrchové domény CAR (receptoru adenovirll a coxsackie virl) a CD40L (ligandu pro
receptor CD40 dendritickych bunék) spojenych trimerizacni molekulou. Aplikaci tohoto vektoru in
vitro na mysi dendritické bunky Kkostni dfené dosahli transdukce 70% téchto bunék, pricemz
k transdukci nesmérovanymi Ad5 vektory dochazelo jen v 1 % bunék. Uginnost pfenosu genu do
dendritickych bunék byla dokonce o 4 fady vysSi neZ ucinnost prenosu necilenymi Ad5. Kromé
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samotné transdukce se aplikaci vektoru nesouciho CD40L interagujiciho s CD40 receptorem podafilo

dosahnout maturace a aktivace dendritickych bunék a antigenné specifické imunitni reakce in vivo.

3.3.1.1 Systém zaloZeny na vazbé avidin-biotin

Existuji pokusy o pfesmérovani vir(, které vyuZzivaji vysoké afinity vazby avidin-biotin.
Adenoviry byly pfesmérovany na buriky zhoubnych gliomd, které vsak obsahuji velmi malo ¢&i Zadné
pfirozené adenovirové receptory CAR (Kim et al., 2003). K HVR5 smy€ce kapsidového proteinu
adenoviru byl geneticky pfipojen akceptorovy pepitid pro biotin (BAP), ktery je biotinylovan béhem
produkce viru v buiikch (Chen et al., 2013). Skrze tento biotin byl nasledné pres nekovalentni vazbu
avidinu prfipojen biotinylovany aptamer. Aptamery jsou malé, vysoce strukturované a stabilni
jednovlaknové oligonukleotidy, které se dokazi s vysokou afinitou vazat na cilové molekuly (shrnuli
Cerchia et al., 2002). Uginnost transdukce gliomovych bunék adenoviry s asociovanymi aptamery
specifickymi pro nadorové buriky pfi multiplicité infekce 0,5 byla 4,1 — 5,2 krat vy38i neZ transdukce
Ad s kontrolnim aptamerem, zatimco transdukce nenddorovych bunék probihala se stejnou G¢innosti

pro vytvoreny i kontrolni Ad vektor. Transdukce byla tedy vysoce selektivni pro nddorové bunky.

3.3.1.2 Systém zaloZeny na monoklondlni protilatce

Pro smérovani vir(l je mozné pripojit k viru specifickou protilatku, jako tomu bylo v pfipadé
smérovani adenoviru na burniky spinocelularniho karcinomu hlavy a krku (Figures et al., 2009).
Fragment véZzici antigen (Fab, z angl. fragment antigen-binding) protilatky proti adenovirovému
knofliku byl konjugovéan s FGF2 (fibroblastovym rlistovym faktorem 2), jehoZ receptor (receptor pro
fibroblastovy ristovy faktor, FGFR) se v nadmérné mife vyskytuje na nadorovych a kapilarnich
endotelialnich bunkéach spinocelularniho karcinomu hlavy a krku (Dellacono et al., 1997). Adenoviry
konjugované s FGF2-Fab vykazovaly 4krat vyssi transdukci bunék, které exprimovaly vysoké

mnozstvi FGFR a nizké mnoZstvi CAR, oproti necilenym adenovirovym ¢asticim.

Velmi GspéSneého pfesmeérovani in vitro i in vivo tentokrat obaleného viru — viru spalnicek,
bylo docileno genetickou fuzi jednoretézcovych protilatek proti CD38 (diferenciacni skupina 38),
EGFR (receptor pro epidermalni rlstovy faktor) a EGFRvIII (EGFR mutanta vIII postradajici velkou
Cast extracelularni domény), které jsou selektivnimi nddorovymi markery (Nakamura et al., 2005).
Virus mél Gplné odstranény pfirozeny tropismus a pisobil zmen3ovani nador( svoji protinadorovou
aktivitou na modelu mysi se §tépem rliznych lidskych nadord (Obr. &. 5). Mysi piezivaly dvojnasobné
déle a zbylé nadory byly silné fluorescenéni, tedy infikované vytvorenymi viry. Potomstvo téchto vird

vykazovalo shodné vlastnosti s jejich rodici, nedochazelo tedy k obnoveni plivodniho tropismu.

14



Obr. ¢ 5: Specifickd receptorem
1 200 - zprostfedkovana onkolytickd aktivita
¥ —o—Mock viru po vneseni do nadoru
- MV2

9004 __mvs

MV7 Graf ukazuje rustové krivky Stépu

podkozniho nadoru SKOV3ip.1.
Velikost nddoru (mm°®) v den 0: Mock:
31 £ 15; MV2: 36 £ 16; MV5:16 = 9;
300 4 MV7: 41 + 11. MV2 - kontrolni virus
spalnicek bez jednofetézcové protilatky,
0 MV5 - virus spalnicek nesouci
0 10 20 30 40 jednofetézcovou protilatku proti CD38,
MV7 - virus spalniGek nesouci

Dny jednoretdzcovou protilatku proti EGFR.
Upraveno podle Nakamura et al. (2005).

600 -

Velikost nadoru (mm

3.3.1.3 Systém zaloZeny na alternativnich molekulach vazicich antigen

Novy pfistup pro pfesmérovani virovych cCastic vyuzivd umeéle vytvorenych chemickych
molekul, které se vyznacCuji velmi vysokou specificitou a afinitou pro cilové proteiny a mohou tedy
svoji funkci nahradit protilatky. Mezi tyto molekuly patfi napfiklad afibody, DARPiny, afiliny,
antikaliny, avimery, tetranektiny, Kunitz domény, thioredoxin ¢i cystin-knot motiv (shrnul Skerra,
2007). Pro presmérovani virll jsou z téchto molekul nejcastéji uzivany DARPiny (z angl. designed
ankyrin repeat protein), molekuly odvozené od proteind s opakujicim se ankyrinovym motivem. Na
rozdil od protilatek maji malou velikost, nizkou tendenci k agregaci, nevlastni efektorové domény a
postradaji cysteinove zbytky (coZ dovoluje zaveést thiolové skupiny pro vazbu jinych molekul, aniZz by
tim byla naruSena jejich struktura) (shrnuli Stumpp et al., 2008). Existuje rozsahla knihovna

DARPInN(, z niZ Ize selektovat poZzadované molekuly (Binz et al., 2004).

Munch et al. (2013) se snazili zacilit vektory odvozené od adeno-asociovanych vird (AAV)
nesoucich sebevraZzedny gen na nadorovou tkan. Fuzovali proto DARPin véazajici HER2/neu
(povrchovy protein nékterych rakovinnych bunék) s VP2 proteinem (virovy strukturni protein 2)
adeno-asociovanych viri s deletovanym vazebnym mistem pro plvodni AAV receptor. Uginnost

transdukce bunék pfimo korelovala se vzristajici hustotou HER2/neu receptord.

Slabinou vektorl zaloZenych na AAV miZze byt skuteGnost, Ze AAV maji tendenci
akumulovat se v jatrech, ¢imZ sniZuji transdukci jinych cilovych tkani (Gao et al., 2004). Aby se
Munch et al. (2013) pfesvédcili o ucinnosti dopraveni vektoru in vivo, intravendzné aplikovali AAV-2
s geneticky pfipojenym DARPinem pro HER2/neu (Her2-AAV), mutovanych na pozicich
interagujicich s prirozenym receptorem HSPG, a Céastice divokého sérotypu 2 AAV (AAV-2) do mysi
s podkoznim SK-OV-3 néadorem (Obr. €. 6a). Na rozdil od mysi s injektovanym AAV-2, které
zpUsobily silny luciferazovy signal v jaterni oblasti, byl u mysi s Her2-AAV dobfe patrny signal
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v oblasti nadoru, coZ ukazuje na dobrou specificitu pfipravenych vektor(. Objevil se u nich ale také
slaby signal v hrudni oblasti (Obr. ¢. 6a). Ukazali, Ze tento signal byl zfejmé zplisoben defektnimi
Casticemi vir(l v roztoku, které postradaly protein VP2 s fizovanym DARPinem. Nadorova tkan
obsahovala 10ti az 100nasobné vice kopii Her2-AAV genomu v porovnani s tkani ze zdravych organl
(Obr. €. 6b). Spocitali, Ze po jedné davce Her2-AAV 17,64 + 3,75 % vSech nadorovych bunék SK-
OV-3 vykazovalo luciferazovy signal.

b
. AAV-2
£ Her2-AAV
AAV-2 = 100
e 10
)
E
s 9
S 041
0.01
0.001 y—r— ——r—r
Her2-AAV L oLl
- F \\'5\%\%"" \9@ (_}L & \"5““}2?'&89 qb(‘

Obr. ¢. 6: Cileni Her2-AAV na nadorové burky nesouci HER2/neu in vivo

(a) In vivo zobrazeni nahych mysi nesoucich podkozni rostouci tumor odvozeny od SK-OV-3 (Sipka). Data byla
monitorovana jeden tyden po intravenézni injekci 2 x 10 kopii genomu AAV-2 nebo Her2-AAV nesoucich
luciferazovou expresni kazetu. Cervené Gtverce ukazuji zvétSeni mista injekce nadorovych bungk. (b)
Biodistribuce AAV c¢astic. Bezprostfedné po zobrazeni byly mysi usmrceny, uvedené organy byly izolovany a
pocet kopii genomu vektoru (luc-2 gen) byl kvantifikovan pomoci kvantitativni PCR. Smérovaci koeficient byl
vypod&itan normalizovanim po¢tu kopii v nadorové tkani vici poctu kopii v uvedeném organu. Upraveno podle
Munch et al. (2013).

Obdobou predchoziho experimentu je pokus o standardizované pfesmérovani AAV vektorl a
zajisténi Cistoty pripravenych vird, aby nemohlo dochazet k jejich nespecifickému vstupu (Hagen et
al., 2014). Tentokrat byly pouZity DARPiny a afibody [antigenné specifické molekuly odvozené ze
stabilni konformace Z domény proteinu A bakterie Saphylococcus aureus (Eklund et al., 2002)], které
s vysokou afinitou vazi nadorovy marker EGFR (receptor pro epidermalni rdstovy faktor). Aby se
predeslo vyskytu nemodifikovanych virovych ¢astic v roztoku, byla inkorporovana histidinova znacka
do povrchovych smycek viru pro snadnou purifikaci. Vektor byl konstruovan tak, aby bylo mozné
vdechny prvky, at uZ presmérovaci, purifikalni i cytotoxické, snhadno vymeénit. AAV-2
s deletovanym vazebnym mistem pro HSPG (pfirozeny receptor), sfizované s DARPiny nebo afibody
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transdukovaly buiiky A431 [obsahuji 3 x 10° molekul EGFR (Xu et al., 1984)] a7 700krat a Hela
bufiky [obsahuji 2 x 10° molekul EGFR (Xu et al., 1984)] aZ 200krét vice nez bufiky MCF7 [obsahuji
jen 10* molekul EGFR (Xu et al., 1984)] které byly celkové jen velmi malo transdukovény (Obr. . 7).
Po 4-dennim plsobeni AAV-2 flzovanych s afibody, nesoucich cytosin deaminazu v kombinaci s 500
mM 5-fluorocytosinem [cytosin deaminaza v rakovinnych burikach preméni 5-fluorocytosin na
toxicky 5-fluorouracil, jehoZ zabudovani do nukleovych kyselin vede ke smrti buriky (Nishiyama et
al., 1985)], doslo k usmrceni 80 % cilovych A431 i HeLa bunék. AvSak po odecteni 20-ti procent
bunék, které byly usmrceny aplikaci AAV-2 bez afibody, ziskame GCinnost 60 %, kterd neni
dostateCné vysokad k tomu, aby dok&zala eliminovat veSkeré nadorové bunky v téle pfi Kklinické
aplikaci. Testovani bylo také provadéno in vitro ve smésné kulture vSech typd vyse uvedenych bungk,

kdy byla potvrzena specificita pro A431 buriky.

25000
EEE AAV-2_DARPIn
[ AAV-2_Affibody Obr. ¢. 7: Specificita infekce
20000 4 B AAV-2_AHSPG modifikovanych ¢astic AAV-2 pro rdzné
I bunécné typy
15000 - 10* A431, HeLa & MCF7 bungk bylo

inkubovano s3 x 10® virovymi &asticemi
(poCet Castic stanoven pomoci poétu genomdi)
10000 + po dobu 24 hodin. Nasledné byly bunky
sklizeny, Stépeny proteindzou Ka
inkubovany s S1 nukledzou. Dvojvlaknova

Po&et virovych genomil ve vzorku

5000 + virova DNA byla poté kvantifikovana
pomoci kvantitativni PCR. Upraveno podle
0 (Hagen et al., 2014).

A431 HeLa  MCF7

Na rozdil od vySe zminénych praci Dreier et al. (2013) vyuZili negenetickou inkorporaci
DARPInG pro cileni adenovird na buiiky bez nutnosti produkovat nové viry pfi cileni na novy receptor.
Byl vyvinut nastavec (Obr. ¢. 8) sestavajici z DARPind specificky vazajicich knofliky &néjici
z adenovirové kapsidy, které jsou drzeny pohromadé trimerni svorkou vytvorenou kapsidovym
proteinem SHP z lamdoidniho faga 21 o vyjimecné kinetické stabilité. Z krystalograficke struktury
bylo predikovéano, Ze vazba DARPinu by méla navic interferovat s vazbou pfirozeného receptoru
adenoviru na knoflik. Nastavec nese dalSi DARPiny, které vazi specifické bunécné markery, pro pokus
byly zvoleny nékteré markery nadorové tkané: receptor pro lidsky epidermalni rdstovy faktor 2
(HER2/neu), epitelialni bunécna adhesni molekula (EpCAM) a receptor pro epidermalni rlstovy

faktor (EGFR). Cely néastavec tedy spojuje adenovirus s receptorem pouze nekovalentni vazbou.
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Dreier et al. (2013) ale ukéazali, Ze tato nekovalentni interakce nastavce s virovymi knofliky je velmi
silnd a disociuje az po vice neZz 10ti dnech in vitro, pfesto v prostfedi in vivo by mohlo dojit ke
kompetici interakce napfiklad komponentami séra (Khare et al., 2011). Uginnost transdukce bunék
obsahujicich nadmérné exprimované nadorové markery adenovirem s DARPiny specifickymi pro tyto
markery byla 293 krat vysSi neZ transdukce virem s pfipojenym ,.slepym* néstavcem (kontrolni
DARPIn) pro HER2/neu, 200 kréat vy3si pro EGFR a 18 kréat vysSi pro EpCAM. Tyto virové Castice
netransdukovaly linii neobsahujici EGFR. Kompetice solubilnimi DARPiny vedla k vyraznému
snizeni GcCinnosti transdukce, zatimco kompetice kontrolnim DARPinem neméla na ucinnost
transdukce vliv. Transdukce bunék pomoci receptoru EpCAM je na rozdil od ostatnich dosti nizka
(pouze 18-ti nasobné zvyseni), ucinnost transdukce tedy ziejmé zavisi zejména na afinité a specificité

vybraného DARPInu.

Obr. ¢ 8: Konstrukce trimerniho
Pfesmérovaci nastavce zaloZeného na krystalové

Vysace stabilni DARPin struktuie komplexu DARPin-knoflik
trimer N

Schematicka reprezentace adaptorového
komplexu.  Pfesmérovaci DARPiny
(oranzové) jsou fuzovany skrze dlouhy
flexibilni nastavec (modry) k N konci
\  Minimdini linker  domény DARPinu vézici  knoflik
(zelend). DARPin vazici knoflik je
fuzovan naopak kratkym minimalnim

ATAYT Iink.eren.1 o (modry o punvt|’l_<)

k trimerizanimu modulu (Zluty) coz je

Trimerizagni SHP protein lamdoidniho faga 21.

M':’GS("')s Flexibilni linker motiv Knoflik a vlaknity vycnélek jsou

zndzornény cervené. Pod modelem je

Pfesmérovaci DARPin vaiici ukdzno schéma genu. Upraveno podle
DARPin knoflik  Minimdlni linker Dreier et al. (2013).

3.3.2 Chemicka konjugace ligandu

Rostlinné viry jsou v soucasné dobé hojné vyuZzivany pro doruceni latek do savcich bunék.
produkovatelné a také snadno modifikovatelné (shrnuli Lico et al., 2013). Jako prostfedek pro dopravu
doxorubicinu (protinddorového 1éCiva, Dox) byl pouzit virus mozaiky okurky (CMV, zangl.
cucumber mosaic virus) konjugovany s kyselinou listovou (FA, z angl. folic acid), ktera je ligandem
folatového receptoru nadmérné exprimovaného na povrchu nadorovych bunék vajecniku (Weitman et
al., 1992; Zeng et al., 2013). Doxorubicin (Dox) je antracyklinové antibiotikum acinné proti mnoha
druhlim nador, je vSak téZko rozpustné a ve vysokych koncentracich ma nezadouci G¢inky na zdravou
tkan, zejména srde¢ni (shrnuli Minotti et al., 2004). Z tohoto ddvodu byl zabalen do virovych ¢astic

CMV (CMV-Dox), jenz disponuje RNA genomem, do néjZz se doxorubicin interkaluje, aby nemohl
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nespecificky pronikat do nezadoucich bunék. Doxorubicin je po priniku viru do buriky uvolnén
pfitomnosti zvySené koncentrace RNaz, které otvorem v kapsidé viru penetruji dovnitf, degraduji
RNA genom CMV, tim rozrusi nekovalentni interakce mezi RNA genomem CMV a doxorubucinem a
ten je uvolnén z kapsidy. Nadorové buiiky vajecnikdl maji navic vys$si RNazovou aktivitu nez jiné
buriky (Schleich et al., 1987). Selektivnimu vstupu CMV-Dox poméaha take tzv. EPR efekt (efekt
zvySené propustnosti a zadrZeni; z angl. enhanced permeability and retention effect), kdy dochazi
k selektivni akumulaci a dlouhodobéjSimu (5 dni) zadrZzovani biomakromolekul (napfiklad virovych
nanoCastic) v pevnych nadorech, zatimco nizkomolekularni latky zadrzovany nejsou a vraceji se do

obéhu (Maeda et al., 2000).

voevs

Aplikace FA-CMV-Dox byla pro nadorové buiiky vajecnik( dlouhodobgjsi a vice cytotoxicka
nez ostatni formy (Obr. €. 9cd). Patrnd byla az 3 krat vyssi internalizace doxorubicinu u FA-CMV-
Dox nez z CMV-Dox v rakovinnych burikach vajeCniku. FA-CMV-Dox dale vykazoval kompetici
kyselinou listovou, cozZ potvrdilo endocytosu zprostfedkovanou listovou kyselinou. Po 21 dnech 1éCby
mysi se Stépem nadorové tkané a srdce doxorubicinem (5 mg Dox/kg kazdych 5 dni) vykazovalo 66 %
mysi [éCenych volnym doxorubicinem vazné poruchy télesnych funkci, Zadnd z mysi l1éCenych FA-
CMV-Dox ¢i CMV-Dox tyto poruchy neméla a 95 % mysi IéCenych formami CMV méla méné
apoptotickou morfologii kardiocytd nez mysi Ié¢ené volnym Dox. In vitro byla zaznamenana o 40 %
nizsi mira apoptdzy kardiocytl zapfiGinénych oSetfenim FA-CMV-Dox (pouze 7 % apoptotickych

kardiocyt(l) nez pro volny doxorubicin (Obr. €. 9ab) (Zeng et al., 2013).
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Obr. €. 9: Cytotoxicita doxorubicinu (Dox).

(a) Cytotoxicita doxorubicinu v rGiznych forméach pfi stejné koncentraci na primarnich mysich kardiomyocytech
(MTT test - kolorimetrické stanoveni Zivotaschopnosti bunék). (b) Procento apoptotickych kardiomyocytl
odetfenych 5 pg/ml Dox v rlznych formach [TUNEL test - znageni koncl vzniklych fragmentaci pomoci dUTP
pridaného terminalni deoxynukleotidyl transferazou (TdT)]. (c) Cytotoxicita doxorubicinu v riiznych podobach
pfi stejné koncentraci na nadorovych bunkdch OVCAR-3 (MTT test). (d) Procento apoptotickych
kardiomyocytl osetfenych 0,5 pg/ml Dox v rliznych formach (TUNEL test); + f znaGi kompetici kyselinou
listovou. Upraveno podle Zeng et al. (2013).

DalSim rostlinnym virem pouZivanym pro dopravu latek je virus mozaiky vigny (CPMV,
z angl. cowpea mosaic virus). Tento neobaleny virus v savCich burikdch interaguje s vimentinem,
proteinem, ktery se vyskytuje na povrchu endotelialnich bunék a nékterych typech nadorovych bunék
(Koudelka et al., 2009), napriklad v bufikdch HelLa. Exprese vimentinu na téchto burikich vSak neni
priliS vysokd, je zvySend pouze pred mitézou bunék, coZ sniZuje ucCinnost internalizace CPMV
(Steinmetz et al., 2011). Pro zvy3eni internalizace nanoCastic do buriky se pouZivaji peptidy penetrujici
do buriky (CPP; z angl. cell penetrating peptides) (shrnuli Farkhani et al., 2014). Toho vyuZili pfi
Upravé VLPs (viru podobnych Castic) odvozenych od viru CMPV Wu et al. (2012). Pfipojenim
polyargininového (R5) CPP peptidu pres hydrazonovy linker (CPMV-R5) doséahli toho, Ze tyto Castice

byly do bunék internalizovany 8 krat G€inngji nez samotné CPMV, které byly internalizovany jen do
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10ti % vSech bunék. To naznaCuje, Ze CPMV-R5 pouZivaji pro vstup do HelLa bunék jiné povrchové
molekuly neZ vimentin. Dale bylo zjisténo, Ze CPMV-R5 vstupuji do bunék energeticky zavislym
mechanismem, byly lokalizovany v endolysosomalnim kompartmentu, ze kterého vSak zfejmé
vystupovaly do cytoplazmy ¢i jiného typu vackd, na rozdil od nemodifikovanych CPMV. Znalost,
kam Céstice v burice doputuji, miize byt dlleZita pro dopravu latek, nebot nékteré latky jsou nejvice
ucinné pouze ve specifickych bunécnych kompartmentech. Napfiklad doxorubicin je vyhodné pro
maximalni ucinnost dopravit pfimo do jadra, kde je interkalovan do DNA, ¢imzZ inhibuje syntézu
makromolekul. Mezi dal$i (¢inky doxorubicinu patfi tvorba radikal( zplsobujicich poskozeni DNA i
peroxidace lipidQ, alkylace a zesitovani DNA. Interkalace doxorubicinu také brani rozvolfiovani
DNA, separaci vléken a helikdzové aktivité a inhibuje topoizomerézu I, ¢imZ iniciuje poSkozeni DNA

a vyvolavéa apoptdzu (shrnul Gewirtz, 1999).

3.3.3 Chemickéa konjugace v kombinaci s polyethylenglykolem

Zévaznym problémem aplikace virovych ¢astic do organismu je jejich vysokd imunogennost,
kterd zplsobuje snizeni cirkulacni doby Castic v téle a ovliviiuje jejich biodistribuci (Alemany et al.,
2000). Polyethylenglykol (PEG) je pro télo prakticky inertni latka, kterou je moZné kovalentné
asociovat napfiklad s proteiny (PEGylace), ¢imz prodluZuje pfetrvani téchto latek v obéhu, brani jejich
degradaci a sniZuje interakce mezi proteiny (shrnuli Harris a Chess, 2003). PEGylace adenovirovych
vektord (Obr. ¢. 10) pomaha prodlouzit dobu jejich setrvani v krevnim Fecisti (Alemany et al., 2000),
¢imZ ziskaji dostatek Casu pro pfesun k cilové tkani, a dale branit jejich hromadéni v jatrech. Navic
vyrazné snizuje imunitni odpovéd' na tyto vektory (Mok et al., 2005), miize v3ak in vitro sniZovat
ucinnost vazby a internalizace cilovou burikou, proto se vyuZiva pfipojeni molekul (zejména peptidd),

které specificky sméruji vektor na konkrétni buriky (Obr. €. 10).
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Obr. ¢&. 10: Vlastnosti PEGylovanych adenovird. Upraveno podle Eto et al. (2008).

Nadorova angiogeneze je zasadni pro rdst metastazi nadoru (Carmeliet a Jain, 2000).
Smérujici peptid CGKRK vybrany z fagové knihovny peptidl jako peptid smérujici na cévni systém
nadoru (Hoffman et al., 2003), byl pfipojen ke konci PEG fetézce konjugovaného s adenovirem (Ad-
PEGcekrk), €imZ doslo k zacileni adenovirového vektoru jak na nddorovou tkan, tak i buniky krevniho
feGisté nadoru (Yao et al., 2011). Uginnost transdukce nadorové tkané vytvorenym vektorem byla
480krat vyssi neZ transdukce vyvolana Ad a 110kréat vy3si oproti Ad-PEG. Transdukce jaterni tkané
typicka pro adenoviry byla u Ad-PEGcekrik 370krét nizsi neZ u Ad, avsak stale nebyla zanedbatelna.
Exprese sebevrazedného genu doruéeného vektorem Ad-PEGcgkrk Vyvolala zmenseni nadord a

inhibici rGstu novych cév v nadoru.

Cileni adenovirovych vektord na buriky rakoviny prsu bylo dosaZeno konjugaci
PEGylovaného adenoviru s Herceptinem (Ad-PEG-HER) (Jung et al.,, 2007). Herceptin je
monoklonalni protilatka proti HER2/neu (receptor lidského epidermalniho rdstového faktoru 2), ktery
je na burikach rakoviny prsu nadmérné exprimovan. Vektor Ad-PEG-HER transdukoval 64 a 45 %
dvou typl bunék nadoru prsu nesoucich HER2/neu vztazeno k samotnému adenoviru (100 %), coZ je o
poznani vice nez mira transdukce Ad-PEG (10 a 20 %). Buiiky nddoru mozku neobsahujici HER2/neu
byly transdukovany Ad-PEG-HER pouze ze 6 — 7 %. Pfitomnost PEG navic redukovala pfirozenou
imunitni odpovéd. Vysledek byl pozdgji potvrzen in vivo (Kim et al., 2011). Je patrné, Ze pfipojeni
smérovaci protilatky k PEGylovanému adenoviru zvySilo transdukci bunék oproti PEGylovanym
adenovirlim bez smérovaci molekuly, G¢innost transdukce se v§ak nevyrovnala nemodifikovanym Ad.
Vzniklé vektory jsou tedy zfejmé selektivni pro nadorové buriky positivni na HER2/neu, ale nejsou

prili§ acinné.

22



3.3.4 Chemicko-geneticka modifikace kapsidy

Pro presmérovani vird lze vyuzit pFipojeni celych proteind na virovou €astici, které navedou
virus na svlij pfirozeny receptor a zaroveri svou velikosti napomizZou ke zruseni plvodnho tropismu.
PFistupem geneticko-chemické modifikace Corjon et al. (2008) vytvorili adenovirovy vektor, ktery
nese v kapsidovém proteinu pIX cysteinovou skupinu, pres kterou vektor kovalentné spojili s vysoce
afinnimi ligandy — s proteinem asociovanym s receptory (RAP) a transferinem (Tf). Nezvykle nebylo
pro pfesmérovani pouzito knofliku adenovirli, nybrz kapsidového proteinu IX (pIX) adenovird, ktery
se na rozdil od vlakna adenovir(l netcastni interakce s receptorem a je pouze strukturnim proteinem
kapsidy. Vektor nesouci RAP byl schopen in vivo specificky vstoupit do hepatocytll a proniknout az
do jadra, coZ je v rozporu s tvrzenim Campose a Barryho (2006), Ze cilené smérované transdukce je
mozné dosahnout jeding pfipojenim ligand( na vlakno adenovird, nikoli na kapsidovy protein plIX.
V souladu s timto tvrzenim je vSak vysledek smérovani vektoru s pfipojenym transferinem, ktery sice
do bunék nesoucich vysoké mnoZstvi receptoru pro transferin in vitro vstupoval, avSak s niZsi
acinnosti nez nesmérovany adenovirus a navic in vivo nebyl schopen doputovat do jadra. Corjon et al.
(2008) tedy vyvodili, Ze ackoli vlastnosti a poloha proteinu pIX dovoluje vazbu celych proteind, jejich
velikost je omezend, nebot’ do jadra vstoupily pouze virové Castice nesouci RAP (39 kDa) a nikoli Tf
(80 kDa) ani BSA (hovézi sérovy albumin; 70 kDa). P¥ili§ velky ligand mliZe ziejmé branit vazbé
kapsidy na mikrotubuly. Zjistili dale, Ze pro doruéeni vektoru do prislusnych kompartmentd je tfeba
zvolit takovy proteinovy ligand, ktery bud’ pfirozené disociuje od svého receptoru zménou podminek

uvnitf burky, nebo dochazi intracelularné k jeho odstépeni.

3.4 Presmeérovani virovych castic genetickymi modifikacemi
Je-li zndm epitop, ktery se specificky vazZe na receptor cilovych bunék, je mozné genetickou
modifikaci virového proteinu vloZit sekvenci tohoto epitopu na vhodné misto virovych kapsidovych

protein{ a dosahnout tim presmérovani viru na cilové buriky.

3.4.1 Mistné specificka mutageneze kapsidy
V pfipadé, Ze je znamo, jaka oblast genu koédujiciho kapsidové proteiny je zodpovédnd za

interakci s receptorem, je nejjednodussim postupem zmény receptoru cilend mutace této oblasti.

Z&ména pouhé jediné aminokyseliny stacila k tomu, aby pfesmérovala BK polyomavirus ze
svych pfirozenych receptorl, gangliosidil b-série (GD3, GD2, GD1b a GT1b) na gangliosid GM1,
ktery je pfirozenym receptorem jiného polyomaviru SV40 (Obr. €. 11) (Tsai et al., 2003; Neu et al.,
2013). Mutovana aminokyselina byla vybrana na zakladé strukturni studie pomoci krystalové struktury
kapsidového proteinu VP1 BK viru v komplexu s gangliosidem GD3. Neu et al. (2013) déle zjistili, Ze
ddvodem, proc€ se i pres 74% pribuznost viry BK, JC a SV40 lisi spektrem svych hostitel(, je kavita ve

struktufe VP1, kterd interaguje s methylovou skupinou NeuNAc kyseliny sialové. Tato kavita je u viru
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SV40 prostornéj$i a hydrofilngjsi nez u zbylych dvou polyomavird, a mize tedy kromé NeuNAc
interagovat i se sialovou kyselinou obsahujici NeuNGc, ktera se vyskytuje u opic. Tato odliSnost by

tedy mohla byt pfi¢inou tropismu viru SV40 nejen pro lidské, ale zejména pro opiCi burky a naopak
specificitu BK a JC virQ pro lidské hostitele.

Na interakci s terminalni kyselinou sialovou se u vird BK, JC i SV40 podili nékolik hlavnich
aminokyselinovych zbytkd velmi podobnym zplsobem. Pro uréeni specificity vazby na receptor jsou
vSak zésadni strategicky rozmisténé aminokyselinové zbytky, dale od této pozice, které davaji
vzniknout charakteristickym kontaktlim s dal$imi cukernymi zbytky gangliosidu a urcuji tim, v jakém
kontextu je kyselina sialova rozpoznavana. Tato skutecnost se zda byt atraktivni moznosti pro zménu

specificity receptoru (Neu et al., 2013).

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

Schematicka reprezentace struktur gangliosid(l série b obsahujicich disialovou kyselinu (gangliosidy GD3, GD2,
GD1b, GT1b) a série a obsahujicich kyselinu monosialovou (GM1). Zkratky rezidui gangliosid(i: NeuNAc - 5-
N-acetylneuraminova kyselina, GaINAc - N-acetylgalaktosamin, Gal - galaktosa, Glc — glukosa. Upraveno podle
Neu et al. (2013)

3.4.2 Usmérnéna evoluce

Usmeérnéné evoluce je metoda, napodobujici proces pfirozené evoluce, zaloZena na nahodné
mutagenezi genu kodujiciho protein, ktera vede ke vzniku novych vlastnosti tohoto proteinu. Vyuzit
Ize pfi pfesmérovani vir(l hlavné tehdy, pokud se na interakci s cilovou burikou podili pouze omezeny
pocet kapsidovych protein (idealné jeden), které lIze snadno mutovat. Jedna se tedy o moZnost,

kterou Ize zatim vyuzit hlavné u virG s jenoduchym uspofadanim kapsidy - parvovirli a polyomavird.

Pro ziskani poZadovanych vlastnosti proteinu naseho zajmu vSak na rozdil od racionalniho
pFistupu konstrukce neni nutné znat jeho strukturu, mechanismus pdsobeni ¢i dopad zamén
jednotlivych aminokyselin (You a Arnold, 1996). Zakladem experimentu usmérnéné evoluce jsou dva
kroky. Nejprve je tfeba vytvorit rozsahlou knihovnu variant ndhodnym mutovanim genu, a poté se

vyselektuji pouze ty mutanty, které maji poZadované vlastnosti. Tyto nové vzniklé mutanty pak
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mohou byt podrobeny dal$im kollim nahodné mutageneze a selekce, aby do$lo ke zdokonaleni této

vlastnosti.

V nejjednodussim usporadani byl tento pfistup vyzkousen u adeno-asociovanych virdl patficich
mezi parvoviry. Pro tvorbu virl s modifikovanym tropismem byla pouZita metoda in vitro selekce na
bunéCnych liniich rezistentnich k infekci divokymi AAV (Perabo et al., 2003). Byla vytvofena
knihovna mutantnich forem AAV, zaloZena na nahodné inserci 7 aminokyselin na pozici, u niz se
predpoklada schopnost vazby na pfirozeny receptor (pozice 587 kapsidového proteinu) (Girod et al.,
1999). Mutanty ziskané selekci byly schopné transdukovat cilové bufiky aZz se 100nasobné vyssi
ucinnosti oproti divokému AAV. Jednalo se viak pouze o receptorovou selektivitu, nikoli bunécnou

selektivitu.

Bézné uZivanou metodou pro generovani nahodnych mutaci je tzv. error-prone PCR, coZ je
polymerazova fetézova reakce provedend v mutagennich podminkach s polymerdzou bez opravné
aktivity, kdy pfi syntéze novych fetézcl DNA miZe ve zvysené mife dochazet k zaménam bazi (Obr.
€. 12a). Lze pro ni vyuZit napfiklad Taq polymeréazu, kterd vSak nema zcela ndhodny pomér zamén

jednotlivych bazi, €i jiné, specidlné vyvinuté polymerazy.

Dal3i cestou, jak nahodné mutovat sekvence, jsou metody zaloZené na rekombinaci, napfiklad
tzv. DNA shuffling neboli michani DNA. PFi této metodé jsou DNA sekvence pribuznych genl
naStépeny DNazou | na fragmenty a tyto fragmenty jsou poté nahodné znovu sloZeny pomoci

polymerazové fetézové reakce do chimernich gend (Obr. €. 12b) (Stemmer, 1994).

Na rekombinaci je také zaloZen proces kolisavého prodluzovani (StEP, z angl. staggered
extension process). Vychazi ze sekvenci pribuznych gend, na néZ nasedaji primery. Syntéza
komplementarnich fetézcl z téchto primer( je v3ak rychle prerusena, prodlouzené fragmenty nasednou
na jiné templaty a proces kratké syntézy vlakna, jeho disociace a nasednuti na novy templat se stale
opakuje (Obr. €. 12¢) (Zhao et al., 1998).
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Obr. €. 12: Metody usmérnéné evoluce

(a) Pri metodé error-prone PCR jsou do sekvence genu zavadény nahodné mutace. (b) PFi metodé DNA
shuffling jsou vychozi sekvence rozlamany na malé kousky a nadhodné znovu sloZeny. (c) PFi metodé StEP jsou
chimerni sekvence syntetizovany pomoci postupného nasedani, prodluZzovani a disociace jiz nasyntetizovanych
Usekl na plvodni sekvence. Upraveno podle Cobb et al. (2013).

Pristup usmérnéné evoluce byl Uspé$né vyuzit pro zménu ve vyuZivani receptord i bunécného
tropismu viru SV40 (Magaldi et al., 2012). Zména pouZzivaného receptoru byla dosaZzena nékolika
nahodnymi mutacemi ve vazebném misté proteinu VP1 (virovy strukturni protein 1), ktery tvofi
virovou kapsidu a je zodpovédny za interakci s receptorem. Mutované SV40 viriony s modifikovanym
VP1 proteinem byly inkubovany s rozpustnym gangliosidem GM1 (GML1 je pfirozenym receptorem
viru SV40), ktery obsadi vSechna vazebna mista na virionu, jeZ jsou schopna vazat GM1 a znemozni
tedy vazbu viru na bunécny povrch skrze interakci s receptorem GM1 vyskytujicim se na povrchu
bunék permisivnich pro SV40. Selekce téchto mutant na burikach méla vést k ziskani mutant, které se
pro vstup do bunék naucily vyuZivat jiny receptor nez GM1. Vysledkem experimentu byl vznik dvou
mutant, které nebyly neutralizovany inkubaci s GM1, nebyly ani stimulovany zvySenim obsahu GM1
gangliosidu v bunééné membrané a nebyly schopné vazat se na GM1 na bunééném povrchu. Jedna
z nich navic infikovala buiky s nizkym obsahem GM1 v membrané ucinngji nez divoky SV40,
pravdépodobné pro infekci vyuzivala jiny gangliosid nez GM1. Doslo tedy ke zméné receptorové
specificity, avSak stale se jednalo o receptor velmi podobného typu. Otazkou zdstava, zda je
timto pristupem mozné zajistit pfesmérovani na zcela jiny, v idedlnim pfipadé volitelny

receptor.

In vivo selekci knihovny mutantnich AAV kapsidovych proteind v transgennich mysich se
Dalkarovi et al. (2013) podafilo ziskat mutantu, kterd je po vstfiknuti do tekutiny sklivce schopna

proniknout skrze hustou tkan do hlubSich vrstev sitnice, které jsou pro nemodifikované AAV vektory
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jinak nedostupné. Je tedy moZné ziskané vektory vyuZit pro léCbu dédicnych degenerativnich
onemocnéni sitnice. Usp&$nad mutanta vznikla nahodnou mutagenezi AA2 cap genu kédujiciho
kapsidové proteiny s vloZzenymi nahodnymi 7 aminokyselin dlouhymi sekvencemi do smycky 4 v
oblasti domeény vazici heparin. Ackoli byla mutanta schopna transdukovat vSechny buriky sitnice,

volbou vhodného promotoru zajistili jeji specificitu vylucné pro fotoreceptory.

Néahodnym promichanim fragmentl (DNA shuffling) sekvenci sedmi sérotypl AAV bylo
docileno vzniku chimernich AAV s novymi vazebnymi misty pro bunécné receptory, které se
nevyskytuji u Zadného z pfirozenych sérotypll AAV, jez byly pro pfipravu pouZity (Koerber et al.,
2008). Navic diky porovnani odliSnosti sekvenci rodicovskych a nové vytvofenych chimernich AAV
bylo identifikovano nékolik novych mist, kterd se nejen na vazbé receptoru, ale i ur€eni tropismu viru
zfejmé zé&sadné podili a mohou byt tedy pouZita pro cilené pfesmérovani ¢astic. Zména tropismu byla

vyvoléna zaménou pouze dvou povrchovych aminokyselin.

3.4.3 Kombinace pristup(

PFi doposud provedenych experimentech usmérnéné evoluce bylo zpravidla dosazeno ur€ité
miry virové selektivity pro konkrétni bunécny receptor, ale vysledna mutanta méla bud’ stale ¢aste¢né
zachovanou schopnost interakce s plivodnim receptorem, nebo byla schopné infikovat i jiné nez cilové

buriky, proto na této Grovni nemiiZzeme hovorit o specificité.

Prvni pfipad, kdy se kombinaci racionalnich Gprav a usmérnéné evoluce dosahlo vytvoreni
viru, ktery vyuziva pouze jediny receptor a to receptor pro epidermalni rlistovy faktor (EGFR), ktery
se hojné a Casto v nadmérném mnozstvi vyskytuje na nadorovych burikach (Yarden a Pines, 2012;
Ciardiello a Tortora, 2008), provedli Dai et al. (2013). Pro ziskani selektivity pro EGFR byl do
rGznych povrchovych smycek kapsidového proteinu Sindbis (SINV) viru (obaleny virus z Celedi
Togaviridae) vlozen epidermalni rdstovy faktor (ligand EGFR). Vznikld& mutanta vykazovala
Céastecnou selektivitu pro EGFR, ale byla atenuovana a zachovala si zbytkovy tropismus SINV viru.
Proto byla na tuto mutantu aplikovana nahodna mutageneze a dvoji selekce. Viry byly selektovany
jednak pro zvySeni EGFR selektivity, a jednak pro zvySeni stability viru. Vysledny virus vykazoval
specifickou vazbu k EGFR; 99,8 % infekénich virli nedokézalo iniciovat infekci v nepfitomnosti
EGFR a specificita byla také potvrzena kryoelektronovou mikroskopii, kdy vazebné misto pro
receptor u rodi¢ovského viru bylo prekryto vlozenym ligandem (epidermalni rdstovy faktor; EGF),
coZ zabranilo zachovani tropismu plvodniho viru (Dai et al., 2013). Konfokalni mikroskopie navic
ukazala, Ze ziskana mutanta vazala EGFR a spoustéla EGFR akumulaci a endocytosu béhem 2 minut.
Tento virus by tedy mohl najit vyuZiti jako onkolytické terapeutikum, nebot’ je schopny infikovat

specificky nadorové buriky a tyto buriky i zabijet.
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4 Zaver

Na zaCéatku prace byly zminény faktory, které se podileji na urCeni specificity a ucinnosti
vstupu viru do bunky. Patfi mezi né jak udalosti na bunééném povrchu a mechanismus internalizace
viru, tak i nespecificky vstup viru do buriky ¢i jeho exocytosa. PFi pfesmérovani vird na cilové buiiky
je tfeba tyto faktory pochopit a nasledné vyuzit téchto védomosti pro presmérovani virll na cilové

burky, do kterych je tfeba terapeuticky gen Ci diagnostickou latku dorucit.

V predeslych letech byla provedena fada experimentd, které ukazaly, Ze je opravdu mozné
viry pfesmérovat a efektivita tohoto pfesmérovani pak zavisi zejména na UCelu pouZziti cilenych
vektord. Pro specifické cileni je tfeba, aby dany bunéény typ vystavoval na svém povrchu jedine¢nou
molekulu. Smérovani se Casto cili na nddorové buriky, které nadmérné exprimuji urcité molekuly, ale
malokdy molekuly unikatni. O GspéSném sméfovani pak rozhoduji takové charakteristiky, jakymi jsou
mnoZstvi a lokalni koncentrace receptord, jejich pohyblivost urujici kinetiku interakci mezi virem a
burikou a dale také afinita vazby, ktera usnadiiuje vazbu vzdalenéjsich receptord, pokud je dostatecné

Vysoka.

Uplné specificity se zatim podafilo dosahnout jen v ojedinglych pfipadech. Vysledky

3%

experimentd naznaCuji, Ze specificky pfesmérovat Ize zejména obalené viry. PFi¢inou by mohl byt
rozdilny mechanismus vstupu obalenych a neobalenych virl. Endocytosa neobalenych virll vyzaduje
pouze vazbu mezi virovou Castici a receptorem, po niz dojde k internalizaci receptoru s virem zajisténé
bunénym aparatem. Pro fuzi viru s plazmatickou membrénou je tfeba, aby dostatecné silnd vazba
mezi receptorem a virem uvolnila velké mnoZstvi energie, kterd umozni konformacni zménu
obalovych glykoprotein(l. Glykoproteiny potom nezavisle na bunééné energii flzuji virovy lipidovy
obal s plazmatickou membréanou. Obalené viry tedy nutné vyZaduji velmi silnou vazbu na receptor,

tudiZ by nemélo byt mozné, aby flzi vstupovaly do buriky nespecificky.

Nicméné, ve vétsiné studii modifikované viry transdukovaly i jiné nez cilové burky. Pro
smérovanou dopravu latek (napf. cytotoxickych latek do nédorovych bunék) je tak selektivita i
ucinnost transdukce stale pomérné mala a pro tento zamér je tfeba pouZzit vysokou davku €astic, coz by
v8ak mohlo vyvolat v nékterych pfipadech nez&douci imunitni reakci organismu. Specificitu pfenosu
Ize zvysit v pfipadé genové terapie, a to volbou vhodného promotoru, ktery zajisti expresi genu pouze

v cilovych burikach (shrnuli Sadeghi a Hitt, 2005).

Je tézké porovnat a vidbec urdit skuteGnou Ucinnost smérovani, studie ji totiz ¢asto uvadi
formou kolikréat je vy3si signél reportérového genu (zeleného fluorescencniho proteinu €i luciferdzy)
kddovaného virem po aplikaci na buiiky pomoci zkonstruovaného vektoru nez pomoci pdvodniho
viru, od néhoZ je novy vektor odvozen. Nékdy tedy nezname absolutni hodnotu Gc¢innosti, ale pouze

relativni a zavisi velkou mérou na pdvodnim tropismu viru pro danou buriku. Také podminky, v nichz
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jsou experimenty provadény, se zasadné lisi, napfiklad davka viru, doba od infekce, kdy je transdukce
odeCtena, pouzity promotor ¢i model pro hodnoceni, coz znemoZzfiuje spolehlivé srovnani dosazenych
vysledkl i v pripadé volby stejného markerového systému. Pouze malé mnoZstvi dosavadnich studii
navic sledovalo fyzickou pfitomnost viru v bufice, zpravidla $lo totiZ o sledovani projevu genu, ktery
virus nesl a neda se tedy vlastné Fici, Ze je moZno dosahnout specifické dopravy. Vyssi specificity i
ucinnosti je dosahovano, jsou-li v kultufe bunék in vitro Céstice aplikovany ve vysoké koncentraci a
pak odmyty, nez v téle, kde se nesrovnatelné niz8i koncentrace sniZuji v dlouhodobém horizontu,
mliZe dochazet i ke vstupu do jinych bunék a vektory maji mensi $anci, Ze se dostanou do blizkosti
bunék, které pro né maji specifické receptory. Uginnost miize ovlivnit také imunitni systém daného

v

organismu a in vivo pokusy jsou pro hodnoceni ucinnosti nezbytné.

Z uvedenych metod pfesmérovani se pro zvyseni selektvity k ur€itému bunécnému typu velmi
dobfe osvédCila kombinace vloZeni epitopu, 0 némZ je zndmo, Ze rozpoznava cilovy receptor, do
povrchovych proteind viru, ¢imz je zajisténo zakladni pfesmérovani viru, a ndhodné mutageneze, ktera
rozpoznani zdokonali. Z publikovanych dat je vSak zfejmé, Ze tento pfistup vede ktomu, Ze si

modifikovany virus alespor ¢aste¢né zachovava tropismus pivodni.

Dramatické zmeény ve vyuZivani receptoru lze nejsndze docilit pfipojenim smérovaciho
ligandu. PFipojeni ligandu pres adaptor ¢i chemické& konjugace ligandu jsou atraktivni v moznosti cilit
stejnou kostru vektoru na rlizné cilové buiiky pouze volbou vhodného ligandu. Hrozi zde vsak riziko
disociace ligandu, ¢i kompetice sérovymi proteiny se smérujicim ligandem, a tim obnoveni plivodniho
vivo. Genetickd fuze se zda byt vtomto ohledu méné riskantni, je vSak tfeba pro kazdou cilovou
molekulu pfipravit unikatni vektor a vétsi ligandy pfipojené bez nastavce mohou omezit spravné
sloZeni virové kapsidy. Existuje pestra Skala zplsobl pfesmérovani, kazdy ma uréité vyhody a

nevyhody, ale volbou optimalni metody a jejiho zdokonaleni Ize zajistit rozmanité pouZiti.

S ohledem na dé&je provazejici internalizaci viru a dosud provedné experimenty tato prace
ukazuje, Ze zamezit nespecifickému vstupu nanostruktur (v€etné virovych) do bunék bude velmi
problematické a dosaZeni absolutni specificity je pravdépodobné nemozné. Je vSak absolutni
specificita nutna? Pri 1é¢bé nadorl se ukazuje, Ze i malé zvyseni selektivity doruceni toxické latky do
nadorovych bunék midze vyznamné zlepsit terapeuticky index (Kamaly et al., 2012). Pro diagnostické
Ucely zase postai docilit ne selektivni internalizace, ale selektivni vazby na cilovou molekulu
s vyrazné odlidnou kinetikou. Casové parametry méfeni pak mohou pomoci odfiltrovat nespecificky

navazané Castice jako pozadi.

Viry se v podstaté pfirozené vyvinuly ktomu, aby byly schopné doruéit svilj naklad do
hostitelské buriky. I pfes drobné nedostatky tedy virové nanocéstice a rozséhlé spektrum metod jejich

modifikace pFinaSeji velky potencidl, ktery neni moZzné nevyuZit.
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6 Seznam pouzitych zkratek

A431 bunécna linie lidského karcinomu klize

AAV adeno-associated virus adeno-asociovany virus

AAV-2 adeno-asociovany virus sérotypu 2

AAV2/5 genom AAV-2 obaleny kapsidovymi
proteiny AAV-5

AAV2/8 genom AAV-2 obaleny kapsidovymi
proteiny AAV-8

AAVI/fag bakteriofag s kazetou AAV vloZenou do
genomu

Ad adenovirus adenovirus

Ad-5 adenovirus sérotypu 5

Ad-PEG adenovirus s kovalentné pripojenymi
molekulami PEG

Ad- adenovirus s kovalentné pripojenymi

PEGcekrk molekulami PEG, konjugovany s peptidem
CGKRK

Ad-PEG- adenovirus s kovalentné pripojenymi

HER molekulami PEG, konjugovany s
Herceptinem

BAP biotin acceptor peptide akceptorovy pepitid pro biotin

BSA bovine serum albumin hovézi sérovy albumin

CAR coxsackievirus and adenovirus receptor coxsackie viru a adenoviru

receptor

CD38 cluster of differentiation 38 diferenciaCni skupina 38

CD40 cluster of differentiation 40 diferenciacni skupina 40

CD40L cluster of differentiation 40 ligand ligand diferenciacni skupiny 40

CD46 cluster of differentiation 46 diferenciani skupina 46

CFTR cystic fibrosis transmembrane transmembranovy regulator vodivosti

conductance regulator

CGKRK cysteine-glycine-lysine-arginine-lysine | cystein-glycin-lysin-arginin-lysin

CmMVv cucumber mosaic virus virus mozaiky okurky

CMV-Dox virus mozaiky okurky nesouci doxorubicin
uvnitf kapsidy

CPMV cowpea mosaic Vvirus virus mozaiky vigny

CPMV-R5 virus mozaiky vigny s pfipojenym
polyargininovym (R5) CPP peptidem

CPP cell penetrating peptides peptidy penetrujici do buriky

DARPIn designed ankyrin repeat protein molekuly odvozené od protein(
s opakujicim se ankyrinovym motivem

Dox doxorubicin doxorubicin

DU-145 lidska bunécna linie rakoviny prostaty

EGF epidermal growth factor epidermalni ristovy faktor

EGFR epidermal growth factor receptor receptor pro epidermalni rlistovy faktor

EGFRuvIII EGFR mutant viiI mutanta EGFR vlli|

EpCAM epithelial cell adhesion molecule epitelialni bunécna adhesni molekula
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EPR enhanced permeability and retention zvySené propustnost a zadrZeni
FA folic acid kyselina listova
FA-CMV- virus mozaiky okurky konjugovany s
Dox kyselinou listovou, napInény
doxorubicinem
Fab fragment antigen-binding fragment vazajici antigen
FGF2 fibroblast growth factor 2 fibroblastovy rlstovy faktor 2
FGF2-Fab fragment vaZici antigen protilatky proti Ad
knofliku byl konjugovan s fibroblastovym
ristovym faktorem
FGFR fibroblast growth factor receptor receptor pro fibroblastovy rdstovy faktor
FRAP fluorescence recovery after obnoveni fluorescence po fotovybéleni
photobleaching
Gal galactose galaktosa
GalNAc N-Acetylgalactosamine N-acetylgalaktosamin
GF growth factor rastovy faktor
GFR growth factor receptor receptor pro rlstovy faktor
Glu glucose glukosa
HelLa bunécna linie odvozena od rakoviny
délozniho Cipku pacienta Henrietty
Lacksové
Her2-AAV AAV-2 s geneticky pripojenym DARPinem
pro HER2/neu
HER2/neu human epidermal growth factor receptor pro lidsky epidermalni rdstovy
receptor 2 faktor 2
HIV human immunodeficiency virus virus lidské imunitni nedostate¢nosti
HPV human papillomavirus lidsky papilomavirus
HSPG heparan sulfate proteoglycan heparan sulfatovy proteoglykan
HVR5 hypervariable region 5 hypervariabilni oblast 5
JAM1 junctional adhesion molecule 1 adhezni molekula tésnych spoji 1
kDa kilodalton kilodalton
LacZ gen pro bakterialni enzym B-galaktosidazu
luc-2 gen gen kodujici luciferazu
MCF7 bunécna linie rakoviny prsu
MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5- 3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-
diphenyltetrazolium bromide difenyltetrazolium bromid
MV2 kontrolni virus spalnicek bez
jednoretézcové protilatky
MV5 virus spalnicek nesouci jednoretézcovou
protilatku proti CD38
MV7 virus spalnicek nesouci jednoretézcovou
protilatku proti EGFR
NeuNAc 5-N-acetyl neuraminic acid 5-N-acetylneuraminova kyselina
NeuNGc 5-N-glycolyl neuraminic acid 5-N-glykolylneuraminova kyselina
OVCAR-3 bunécna linie lidske rakoviny vajecniku
PEG polyethylenglycol polyethylenglykol
pIX protein 1X protein IX
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PCR polymerase chain reaction polymerézova fetéZova reakce

PSMA prostate specific membrane antigen prostaticky specificky membranovy antigen

R5 peptid sestavajici z péti arginind

RAP receptor-associated protein protein asociovany s receptory

RLU relative light units relativni svételné jednotky

RGD arginine-glycine-aspartate arginin-glycin-aspartat

SINV Sindbis virus Sindbis virus

SK-OV-3 lidska bunécna linie rakoviny vajecniku

StEP staggered extension process proces kolisaveho prodluZovani

SV40 simian virus 40 opic€i virus 40

Taqg izolovano z bakterie Thermus aquaticus

TdT terminal deoxynucleotidyl transferase | terminalni deoxynukleotidyl transferaza

Tf transferrin transferin

TUNEL terminal deoxynucleotidyl transferase | znaceni koncti vzniklych fragmentaci
deoxyuridine triphosphate nick end pomoci deoxyuridin trifosfatu pfidaného
labeling terminalni deoxynukleotidyl transferdzou

VLPs virus-like particles Castice podobné virlim

VP1 viral structural protein 1 virovy strukturni protein 1

VP2 viral structural protein 2 virovy strukturni protein 2
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