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I. UVOD



1. UVOD

JelikoZ v soucasnosti ve vyspé€lych zemich celého svéta umira fadove jeden z péti lidi
na nadorova onemocnéni, ta tak predstavuji vyznamny problém soudasné mediciny. Ceska
republika, drZici primat ve vyskytu rakoviny koneéniku tlustého stfeva, na tom neni jinak.
BohuZel se pocet pacienti s diagnostikovanym onemocnénim tohoto druhu kazdoro€né
zvySuje. Je velmi obtizné fici, ktery z vlivi méa nejvétsi podil na vzniku rakoviny, je ale
mnohem jednodussi je vyjmenovat. Pravdépodobné nikoho neptekvapi tvrzeni, Ze se jedna o
vliv Zivotniho prostfedi a jeho kontaminaci karcinogennimi latkami a mutageny, nezdravy
Zivotni styl v€etn€ koufeni a v neposledni fadé€ také vzrustajici primé€my vek, nebot’ riziko
vzniku rakoviny neoddiskutovatelné¢ roste s zvySujicim se v€kem. Jednim ze
zajimavych, a mozZna i celkem ptekvapivych, faktord vzniku rakoviny se jevi skute¢nost, Ze
stale efektivnéjsi zdravotnicka péce vede ke kumulaci potencialné letalnich alel v genofondu
populace, které by jinak byly ze systému odstranény. JelikoZ je vznik nadorového
onemocnéni podminén pravé genetickym poskozenim genil ovliviiujicich napriklad buné€nou
proliferaci, pravdépodobnost nadorového bujeni se zvySuje.

V soucasné dob€ uplatiiuje medicina v 1é¢b€ nadorovych onemocnéni tfi zakladni
postupy. Prvnim znich je chirurgické vyjmuti nddorové masy, druhym je radioterapie
(aktinoterapie), ktera spo¢iva v pouziti radioaktivniho zéafeni za ucelem eliminace radiacné-
senzitivnich naddorovych bun€k. Posledni je reprezentovan chemoterapii. Tyto postupy jsou
podle typu nadoru a kazdého konkrétniho pacienta kombinovany k maximalizaci lécebného
ucinku. Efektivita 1é€by konvenénimi postupy muze byt jak pomérné efektivni (az 80 % u
nékterych typt nadorovych onemocnéni — akutni lymfoblasticka leukémie, nadory varlat nebo
Wilmstv nador), tak témét bez vyrazného uéinku (generalizované formy Grawitzova
karcinomu a maligniho melanomu). Typ tumoru neni ov§em jediny faktor, ktery je odpovédny
za uspésnost terapie. Mira progrese, ve které je tumor diagnostikovan, sehrava kli€ovou roli.
To 1ze nazorné ukazat na karcinomu prsu. Jedna se o ¢asto se vyskytujici nador, ktery, jedna-
li se o v¢€asn¢ diagnostikovany nalez (bez metastaz nebo jen s nékolika v blizkych uzlinach),
byva po chirurgickém odstranéni a nasledné radioterapii a/nebo adjuvantni chemoterapii
progndzy dobré. Naopak generalizovany karcinom prsu je stale povazovan za neléCitelny a
progndza je velmi $patnd. Proto je tfeba stile pracovat na zdokonalovani diagnostickych

prostfedki, aby mohla byt zlepSena efektivita 1écby obecné.



Chemoterapie, na rozdil od chirurgického zakroku nebo radioterapie, je 1écba
se systtmovym dopadem na organismus. Velkd &ast pacienti je diagnostikovana
v generalizovaném stddiu onemocnéni. U té€chto pacientli hraje chemoterapie hlavni roli,
stejné¢ tak u pacientii s leukémiemi, které rostou roztrousen€ a netvori solidni nadorovou
masu. Navic je chemoterapie uZivana jako prostfedek k likvidaci zbylych nadorovych bunék,
které v organismu zlstdvaji po chirurgickém odstranéni nadoru. Tento zpisob vyuZiti se
nazyva adjuvantni chemoterapie.

Ackoli chemoterapie je mocny nastroj v 1é€bé nadorovych onemocnéni, velky diraz je
kladen na vyvoj novych metod, a to hned z n€¢kolika diivodid. Néktera nadorova onemocnéni
totiz jevi velmi vysokou rezistenci k cytostatikim, jak jiZz bylo zmin€no vyse (Grawitziiv
karcinom a maligni melanom). Dal$im divodem je fakt, Ze 1éba cytostatiky miize vyvolavat
vznik resistence k chemoterapii. Dokonce i nadory plvodn€ velmi citlivé k urCitému
cytostatiku se postupné stavaji vysoce resistentnimi. Tento jev se nazyva tzv. mnohoCetna
lékova resistence (MDR — multidrug resistance). Dochédzi k nému diky znaénému zvySeni
exprese genu mdr-1, jehoz produkt, p-glykoprotein, je membranova ATPasa aktivné
pumpujici xenobiotika ven zbuiiky. Konecn€, vysokd vedlej$i toxicita (nefrotoxicita,
kardiotoxicita) je velmi dtilezitym a €asto limitujicim faktorem pfi aplikaci chemoterapie.

Na zéklad¢ nejnovéjSich poznatkli zrozmanitych védnich obori byla vypracovéana
fada novych 1écebnych metod, z nichz nékteré jiz vstoupily do klinického testovani, jiné jsou
Metoda je zaloZena na vnaSeni (Ci inaktivaci) riznych regula¢nich genti pfimo do nadorovych
bunék s cilem zvratit maligni fenotyp. Do nadorovych buné€k jsou také vnaSeny geny, jejichz
produkty hraji roli pfi vzniku imunitni odpovédi (CD80, IL-2) a vedou k eliminaci nadoru
nebo ,,sebevrazedné geny“ (HSV-TK, cytidindeaminaza), jejichz exprese je pro buiiku letalni.
Ukazuje se, Ze ptikontrole vzniku, rozvoji apotlaeni zhoubné¢ho bujeni hraje
nezanedbatelnou roli imunitni systém, a proto se mnozi badatelé intenzivné zabyvaji otdzkou
imunomodulace neboli metodami, které ovliviuji regulaéni mechanismy imunitniho systému.
Jako u¢inné imunomodulatory lze vyuzit mnohé cytokiny (napt. IL-2 a IFN-a jsou jiz
klinicky pouzivané 1éky). Dalsi strategii je pfiprava LAK ¢i TIL bun€k pacienta. CTL a NK
buriky pacienta, respektive lymfocyty izolované pfimo z nddoru, jsou nésledné in vitro
aktivovany a poté navraceny zpét do pacientova organizmu. V obou pripadech je cilem
aktivovat cytotoxickou imunitni odpovéd’ pacienta vedouci k eliminaci nadoru. Jinou, velmi
zajimavou moZnosti v boji proti nddorovym onemocnénim predstavuje skupina latek, které

maji zvySenou afinitu k malignim buikdm. Skute€nost, Ze tyto slouceniny maji snizenou



toxicitu, prodlouZeny poloCas setrvani v krevnim ob&hu a zvySenou akumulaci pfimo
v nddorovych burikach, je ¢inilo a ¢ini velmi zajimavymi pro vyzkum. Jedna se o liposomy
[1, 2], dendrimery, nanocastice [3], mikrokuli¢ky [4], hydrogely [5] nebo vodorozpustné
polymerni nosice [6-10]. VSechny tyto systémy obsahuji 1é¢ebné-efektivni slozku, ne v§echny
obsahuji smérujici jednotku, tak aby byly aktivn€ zachycovany v cilovych burikach. N&které
jsou pasivné vychytavany nadorem z krevniho ob€hu za pomoci tzv. EPR (Enhanced
Permeability and Retention) efektu [11-13].

O cilenych aktivné smérovanych forméach 1é¢iv se poprvé zminil v roce 1906 Paul
Ehrlich svou tézi o ,magické stfele [14] a objasnil tim svou pfedstavu o selektivnim
smérovani biologicky aktivnich latek do mista jejich u€inku. Specificita vii€i nadorim je dana
ptitomnosti smérujici struktury na lé¢ebném komplexu rozpoznavajicim na cilovych burikach
odpovidajici receptor zajist'ujici zvySenou akumulaci lé¢iva v misté patologického procesu a
snizujici nezadouci vedlej$i i€inky na organizmus. Prvni smérovana 1é¢iva, tzv. imunotoxiny,
nesla toxin (ricinovy toxin, diftericky toxin, cholerovy toxin) kovalentné¢ vazany pfimo na
smérujici strukturu, kterou byla monoklonalni protilatka [15]. Jejich vyuziti v klinické praxi
[16] je omezeno mimo jiné pomémé vysokou imunogenicitou. Pozd€ji byla pozornost
zameéfena na smérovana polymerni lé¢iva, kde jak smérujici struktura, tak cytotoxicka slozka
jsou navazany na polymerni nosi¢. Takovéto konjugaty maji vétSinou podstatné prizniveé;jsi
farmakologické vlastnosti neZ imunotoxiny. Jednim z nejperspektivnéjSich nosict je poly[N-
(2-hydroxypropyl)-metakrylamid] (HPMA), ¢eskoslovensky patent, vyvinuty ve spolupraci
Ustavu makromolekularni chemie AV CR, Mikrobiologického tistavu AV CR a University of
Koele [17].

Ackoliv stale dokonalej$i diagnostické moZnosti nadorovych onemocnéni zlepSuji
vyhlidky postiZzenych, vétSina z nich se k efektivni 1é¢bé dostava az v mnohem pozdé;si fazi,
nez je idealni. Proto je zadouci studovat mozZnosti 1écby v pozdnich stadiich téchto
onemocnéni.

Ani vztah nadoru a mikrobialni fléry neni zanedbatelnym tématem, jelikoZ ten zaujima
v organismu savcl ne zcela objasnénou, ale nepochybné velmi dilezitou imunologickou roli.

Navic myslené pouziti polymernich lé¢iv v bezmikrobnim systému pak €ini pochopeni

tohoto vztahu je$t€¢ o mnoho lakavéjSim.



Cil této prace lze rozd¢lit na n€kolik ¢asti:

Vybér vhodnych smérujicich struktur, jejich produkce a purifikace

Piiprava smérovaného polymerniho a polymerniho (nesmé€rovaného) doxorubicinu

(UMCH)

Charakterizace progrese diseminovaného nadorového onemocnéni (BCL1 leukémie)

v organismu my$iho modelu

In vitro zji$téni cytotoxicyty volného a polymerniho doxorubicinu, smérovanych

polymernich konjugatii a smérujicich struktur, ureni ICs

UrCeni schopnosti vazby smérovaného polymerniho doxorubicinu a volnych

smérujicich struktur na cilové buiiky, porovnani

Detekce BCL1 idiotypu IgM v séru a kinetika jeho odbouravani pfirozen€ a za pomoci

B1 monoklonalni protilatky

Lécba BCL1 leukémie pomoci dvojitého Casové sekvencniho smérovani smérovanych

doxorubicinovych konjugéat — Double Impact Therapy

Charakterizace progrese diseminovaného nadorového onemocnéni (BCL1 leukémie)

v organismu bezmikrobniho my$iho modelu
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II. LITERARNI PREHLED

II. 1. CHEMOTERAPIE

Chemoterapie se ze vSech tfi metod pouZivanych pfi 1écb€ rakoviny prosadila
nejpozde€ji. Prvni novodobé pouziti toxickych latek pro 1é€bu malignit je spojeno s obdobim
druhé svétove valky [18], intenzivni vyvoj novych preparati vSak zacal az v 70. letech
minulého stoleti [19]. Chemoterapie mize byt podadvana jednak jako adjuvantni lé¢ba, coz
znamena, Ze je podavana poté, co je solidni nador odstranén lokalnimi metodami (chirurgie,
radioterapie). Cilem je zvysit uspé$nost 1é¢by. U diseminovanych nadorovych onemocnéni
ma chemoterapie jakoZto systémova lé¢ba zéasadni postaveni, prestoZze jen malokdy vede

k uzdraveni a je nasazovana prevazné jako lécba paliativni [20].

II. 1. 1. Chemoterapeutika

V klinické praxi se v soucasnosti pouziva vice jak 100 cytotoxickych latek [21], které

1ze podle mechanizmu jejich G¢inku rozdélit do n€kolika skupin:

1. Antimetabolity — latky podobné pfirozenym metabolitim, vstupujici do jejich
biosyntetickych drah a naruSujici syntézu biologicky dilezitych latek [22, 23].

2. Alkylaéni latky — kovalentni vazbou na DNA modifikuji jeji strukturu, a tim ji po$kozuji
[24, 25].

3. Interkala¢ni latky — obsahuji chromoforovou skupinu, ktera jim umoziuje interkalaci

(vmezefeni) do struktury DNA a inhibuji tak replikaci i transkripci [26, 27].
4. Radiomimetika — latky, které se vazi na DNA a pusobi jeji rozSt€peni [28].
5. Inhibitory mitézy — plsobi zablokovani buné¢ného cyklu v mitotické fazi mechanismem

inhibice polymerizace tubulinu (vinca alkaloidy) [29] nebo blokace jeho depolymerizace
(taxany) [30].



6. Inhibitory topoizomeraz — latky inhibujici topoizomeréazy [31, 32].
7. Inhibitory proteosyntézy — nevelka skupina latek inhibujicich translaci [33].
Toxicitu n€kterych terapeutik zpiisobuje fada mechanizmii, a proto mohou byt a také

byvaji zafazena do jedné nebo n€kolika skupin soucasn¢.

Konkrétni ptiklady cytostatik z uvedenych skupin jsou v tabulce €. 1.

Antimetabolity metotrexat, edatrexat, merkaptopurin,

5-fluorouracil, cytosinarabinosid, gemcitabin

Alkyla¢ni latky chlorambucil,  cyklofosfamid, thiotepa,

busulfan, cisplatina, karmustin, mitomycin C

Interkala¢ni latky aktinomycin D, doxorubicin, daunorubicin,

epirubicin, mitoxantron

Radiomimetika bleomycin, neokarcinostatin, streptonigrin

Inhibitory mit6zy vinblastin, vinkristin, vindezin, paklitaxel,
docetaxel

Inhibitory topoizomeraz topotekan, irinotekan, tenipozid, etopozid

Inhibitory proteosyntézy L-asparaginaza

Tab. 1. B&Zné pouZivana cytostatika rozdélena podle své funkce

II. 1. 2. Nevyhody a omezeni 1é¢by klasickymi cytostatiky

Zasadnim nedostatkem soudasné protinddorové terapie je nespecifické plsobeni
cytostatik. Cytostatika neselektivn€ inhibuji buné€fnou proliferaci, a proto samoziejmé
poskozuji i zdravé proliferujici buriky a tkané€, nejen nadorové elementy. PoSkozeni silné
proliferyjicich tkani (tzv. systémova toxicita) je pro chemoterapii typickym a pro pacienty
velmi nepfijemnym vedlej$im uéinkem 1éEby. Mezi nejcastéjsi vedlej$i ucinky patii
hematologicka toxicita [34], gastrointestinalni toxicita [35] a po$kozeni gonad [36]. Mnoha
cytostatika vykazuji jesté sob€ vlastni specifickou organovou toxicitu, napf. antracyklinova
antibiotika jsou kardiotoxicka [37], metotrexat a cis-platina jsou nefrotoxické [38, 39].
VétSina cytostatik ma taktéZ imunosupresivni ufinky, coz prakticky eliminuje moZnost

uplatnéni pfirozenych imunitnich a ziskanych mechanismi pfi potla¢eni nadorového ristu.




Cytostatika, kterd vyvolavaji zmény DNA (alkyla¢ni ¢inidla), mohou navic pusobit vznik
mutaci a sekundarnich malignit [40].

Lécba cytostatiky vice neZ jasné demonstruje pravdivost Paracelsova vyroku, Ze jediny
rozdil mezi jedem a lékem spo€iva v mnozstvi podané substance. Sou€asné pfistupy k 1écbé
malignit spoléhaji na podéani takové davky léCiva, kterd by zajistila co nejvyssi terapeuticky
efekt a pfitom nevratné¢ neposkodila zdravi pacienta. Vysledkem je podani kompromisni
davky, pro dany nador nejvhodnéj$iho cytostatika (Ci cytostatik), ktera jesté nevyvolava Zivot
ohrozujici komplikace. BohuzZel takto pojata 1é¢ba €asto nepostacuje k uplné eradikaci nadoru.
Po ur¢ité dobé podavani cytostatik se nador stane rezistentni na dal$i 1écbu. Rezistence muze
mit rizné pfi€iny, mezi nejCetnéjsi patéi indukce exprese P-glykoproteinu, ktery zplisobuje
vylu€ovani xenobiotik ven z buiiky. Nasledn€ vznika fenomén zvany mnohocetna 1ékova
rezistence (MDR). Vznik MDR provazi 1é€bu pomoci doxorubicinu, daunomycinu, etopozidu,

vinblastinu, vinkristinu, taxolu a dal$ich [41].

I1. 2. POLYMERNI LECIVA

Jiz v polovin€ sedmdesatych let minulého stoleti uvaZoval Helmut Ringsdorf
o mozném pouziti vodorozpustnych polymerti jako nosi¢i biologicky aktivnich latek [42].
Tyto polymery podle jeho pfedstavy mély byt hydrofilni, coZ by zaruovalo dobrou
rozpustnost konjugatu ve vodnych roztocich, a obsahovat takové funkéni skupiny, které
umozni kovalentni navazani cytostatika, pfipadné smérujici struktury. Vazba 1é€iva na
polymerni nosi¢ méla byt realizovana prostfednictvim kratkého mezi¢lanku, ktery je
hydrolyticky ¢&i enzymaticky biodegradovatelny aumozZiiuje kontrolované uvoliiovani

cytostatika v cilové tkani.

II. 2. 1. Polymerni nosice

Jako nosi¢e biologicky aktivnich latek lze pouzit jen pomérn€é uzkou skupinu

polymerti, protoZe polymerni nosic:

e nesmi byt toxicky, a je-li metabolizovan, pak ani Zadny z jeho metabolitd nesmi byt

toxicky,



e nesmi se akumulovat v organizmu (neni-li metabolizovan, pak jeho molekulova
hmotnost musi byt niZ8i nez je renalni prah — 40 kDa),

e musi byt biokompatibilni a imunokompatibilni,

e musi byt schopen navézat terapeuticky u¢inné mnozstvi biologicky aktivni latky,

e musi byt stabilni a chemicky dobie definovany,

e jeho produkce nesmi byt pfili§ nakladna.

Pozadavky jsou diktovany tim, Ze se polymerni nosi¢ bude opakované dostavat do
pacientova téla, a neni mozné, aby ho poskozoval.

Jako polymerni nosi€e lze pouzit jak polymery ptfirodni, tak syntetické. Z ptirodnich
polymeri se testuji dextrany [43, 44], polypeptidy [45], rizné formy B-D-glukanu [46],
kyselina hyaluronova [47] &i polyfosfaty. Zda se vSak, Ze v klinické praxi se uplatni spiSe
polymery syntetické, které nabizeji vice moZnosti ve zplisobu vazby biologicky aktivni
slozky. Neékteré ze syntetickych polymerti testovanych jako nosi¢e jsou tyto:
poly(hydroxybutyrat) [48], derivaty poly[N>-(2-hydroxyethyl)-L-glutaminJu [49] nebo
kopolymery  vinylpyrrolidon/maleinové  kyseliny nebo anhydridu [50]. Mezi
nejperspektivnéjsi syntetické polymerni nosi¢e vyuzivané v klinické praxi patfi poly[N-(2-
hydroxypropyl)metakrylamid] [6, 51-56] a poly(ethylen glykol) [55, 57]. Déle se testuji
ethylen/vinyl acetatové kopolymery [50], kopolymer styrenu a maleinové kyseliny [58] a
dalsi.

Konjugaty polymeri s navazanou biologicky aktivni sloZkou jsou intenzivné testovany
v experimentéalnich, preklinickych a klinickych studiich. Do klinického testovani se vSak
dostalo jen n€kolik preparatti.

Jednim z prvnich byl konjugat styrenu a maleinové kyseliny s ucinnou latkou
neokarzinostatinem (SMANCS), vyvinuty v Japonsku [58]. Pfipravek je ur€en pro lécbu
hepatocelularniho karcinomu. Dal$i preparat, subkutanni implantat Zoladex [59], je tvofen
polylaktid-koglykolidovymi mikrokuli¢kami uvoliiujicimi luteinizaéni hormon a je pouZivan
pfi 1é€b€ nadord prostaty. Jinym preparatem je Pegasys, interferon o navazany na
poly(ethylen glykol), pouZivany pro 1é€bu pacientli s hepatitidou B i C [60]. ADAGEN je
konjugat poly(ethylen glycol)u a adenosin deaminasy [61]. Je pfedpisovan pacientim s
nedostatecnosti ADA. Dal$im prosttedkem je konjugat poly(ethylen glycol)u a L-
asparaginasy [57]. V soucasnosti je v 3. fazi klinického testovani konjugat poly-L-glutamové

kyseliny PG-paclitaxel (PG-TXL) [62], zaméfeny na nadorova onemocnéni vajecniku a plic.



Paclitaxel je také k dispozici navazany na poly[N-(2-hydroxypropyl)metakrylamid], stejné tak
jako cisplatina [63]. V soucasné dob¢ se zaroven nachazi ve 1. fazi klinického testovani
pegylovany lipozomalni doxorubicin, nazyvany Caelyx nebo take Doxyl [64].

Z ptedchoziho kratkého vyctu je vidét, ze polymery mohou slouzit jako nosice
chemicky naprosto odli$nych latek. Obecné lze fici, Ze polymery jsou pouzivany jako nosice
riznych nizkomolekularnich farmak, nukleovych kyselin (kratkych antisense oligonukleotidi
i celych geni) a proteinti (enzymi, hormond, cytokinii) ¢i peptidickych fragmentu.

Mezi preparaty vzbuzujici velké nadéje patéi doxorubicin navazany na fetézec poly[ V-
(2-hydroxypropyl)metakrylamid]Ju pomoci tetrapeptidické spojky GlyPheLeuGly. Tento
preparat, oznac¢ovany jako PK1 (Obr. 1), ve Velké Britanii usp€$né€ dokoncil fazi I klinickych
zkous$ek a stoji pfed ukoncenim faze II [65].

Velmi slibné vysledky také jevi doxorubicin navazany na HPMA polymer smérovany
lidskym imunoglobulinem, pouzity pfi paliativni 1é¢b€ pacientek s angiosarkomem
a karcinomem prsu [66]. V experimentalnim modelu byl testovan mitomycin C navazany na
dextran, ktery se prokazal jako velmi u€inny pii 1éb€ mysi leukémie L1210 [67], ¢i
rifampicin  kontrolovan€ uvoliiovany z polyhydroxybutyratovych mikrokulicek [68].
Polymerni nosi¢ na bazi polylysinu zvysuje u¢innost c-myc antisense DNA oligomeru [69].
Pouziti antisense oligonukleotidi také vyrazn€é vylepSuje jejich vazba na HPMA pfes
sulthydrylové skupiny [70, 71].
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Obr. 1: Molekularni struktura PK1 (pFevzato z Rihova et al., 2001).



Z konjugéth proteinii navazanych na polymerni nosi¢ byly testovany enzymy jako
superoxid dismutaza a katalaza navazané na poly(etylen glykol), které vykazovaly u€innost ve
smyslu ochrany experimetalnich zvifat pfed reaktivnimi kyslikovymi radikaly [72] [73].
Konjugace biologicky aktivni latky k polymernimu nosi¢i byla testovana taktéZ u cytokint,
konkrétn€ u IL-2. IL-2 navazany na poly(etylen glykol) zvysil T- bunéénou protinadorovou
odpovéd’ u morcat s hepatocelularnim karcinomem [74] a byl téz pfinosem u vybranych
pacienti s karcinomem hlavy a krku [75]. Dobrou antimetastatickou aktivitu vykazoval
konjugat, kde kratké oligopeptidické sekvence RGDT byly vazany rovné€z na poly(etylen
glykol) [76].

II. 2. 2. Vlastnosti polymernich 1é¢iv

Mnohé biologicky aktivni latky jsou terapeuticky velmi uU¢inné, Zel n¢které jejich
vlastnosti brani jejich Sirokému klinickému pouziti. Vazba na polymerni nosi¢ vSak dokaze
mnohé nepfiznivé vlastnosti potlacit natolik vyrazné, Ze se nékteré z téchto biologicky
aktivnich latek mohou ve formé polymernich konjugath stat skute¢né i¢innymi léky moderni
mediciny.

Jednim z problémi, které mohou vzniknout pfi 1é€bé allogennimi proteiny, je jejich
imunogenicita. Vyrazna imunitni odpovéd’ byla zaznamenana pti 1é¢bé adenosindeaminazou
¢i L-asparaginazou. Tuto komplikaci pfi terapii lze ¢asteCné obejit pfipravou proteinu jako
rekombinantni molekuly produkované v riznych bakteridlnich kmenech. Takto ziskané
proteiny se vzédjemné antigenné li§i. Z hlediska opakované terapie jde v8ak o omezené feSeni.
Bylo prokézano, Ze navazanim proteinu na poly(etylen glykol) se vyrazné€ snizi jeho
imunogenicita. Takto byla testovana adenosindeaminaza [77], L-asparaginaza [57], superoxid
dismutaza, kataldza [78] a dal$i. Nejen poly(etylen glykol) jako nosi¢ snizuje imunogenicitu.
Napiiklad po navazani na HPMA vykazuji proteiny taktéZz vyrazné sniZeni imunogenicity
[79].

Vazbou biologicky aktivni latky na polymerni nosi¢ se nejen sniZi jeji imunogenicita,
ale také se prodlouzi polocas setrvani v krevnim ob&hu [80]. Tento efekt se uplatiiuje také u
konjugatd s nizkomolekularnimi farmaky, kde je pfetrvavani v séru vét§inou jesté vyrazné;si.
Tento fakt byl pozorovan napiiklad u HPMA [6] - doxorubicin konjugovany s HPMA

nosi¢em ma 15x del$i plazmaticky polo¢as neZ volny doxorubicin [81].
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Dlouhodobg cirkulujici 1é¢iva mohou byt akumulovana a uvoliiovana v poZadovaném
misté u¢inku. To plati i pro konjugaty bez specifické smérujici struktury, které mohou byt
pasivné akumulovany v solidnich nadorech pomoci EPR efektu [12]. EPR efekt (Obr. 2) je
popisovan jako pasivni akumulace makromolekul v nadorech diky poru$enému epiteliu cév
nadoru a omezeni lymfatické drendZe. Limit EPR efektu byl stanoven zhruba na trovni 40
kDa. Molekuly o velikosti cca 50 kDa a vétsi jsou zachycovany, zatimco molekuly mensi nez

40 kDa jsou z naddorit odstrafiovany.

A) normalni tkan B) tumor
H Neporusené endotelium Porusené epitelium
1= > - | . g Omezena
2 - . lymfaticka drenaz
H ~ 7 Lymfaticka drenaz

Obr. 2: EPR effect (Enhanced Permeability and Retention effect; pFevzato z Duncan et al., 1992).

Jiny negativni rys, ktery mize byt potlaten vazbou na polymerni nosi¢, je citlivost
biologicky aktivnich peptidid k G¢inkiim aminopeptiddz. Navazanim peptidu na polymer se
jeho citlivost vii€i t€mto enzymiim snizi [82].

Nespornou vyhodou polymernich 1é€iv je solubilizace $patn€ rozpustnych farmak, ke
které v disledku vazby dochazi [10]. Mnoha 1é€iva navic vazbou na polymer ztraceji svou
vedlejsi toxicitu. Naptiklad cyklosporin A vazany na HPMA feté¢zec na rozdil od volného
cyklosporinu A téméf neposkozuje thymus [83] a ledviny a u doxorubicinu vézaného na

stejny kopolymer je sniZzena jeho hepatotoxicita, kardiotoxicita a myelotoxicita [7, 62, 84].

I1. 3. AFINITNI TERAPIE

Jak uz bylo zminéno dfive, my$lenku vyrobit ,.kouzelné stfely, 1é¢iva, ktera budou

plisobit pouze na dané cilové buriky, aniz by poskozovala ostatni ¢asti organizmu, vyslovil na
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pocatku minulého stoleti Paul Ehrlich, ktery se pokousel najit u¢inny 1ék na trypanosomové
infekce [14]. Jeho mySlenka, dnes nazyvana afinitni terapie, v8ak byla do dusledku
realizovana az o n¢kolik desitek let pozde€ji. Pro smérovani ,.kouzelnych stfel* se pouziva fada
latek, naptiklad hormony [85], ristové faktory, lektiny [86, 87], sacharidy [88, 89], transferin
[90, 91] ale predevsim polyklonalni a monoklonalni protilatky [8, 51, 92-95].

II. 3. 1. Monoklonalni protilatky

Monoklonalni protilatky jsou od chvile, kdy byly pfipraveny K6hlerem a Milsteinem
[15] pouZivany v nejrizné€jSich klinickych aplikacich, mezi jinymi také pii lécbé nadori.
Monoklonalni protilatky maji celou fadu vlastnosti, které je k tomu predurCuji.
Ackoliv isamotné monoklonalni protilatky n€kdy vykazuji velmi zfetelny protinadorovy
efekt [96], pouzivaji se Castéji jejich konjugaty s izotopem, toxinem nebo jinou biologicky
aktivni latkou. Jednou ze zavaznych komplikaci, které omezuji pouZiti volnych
1 konjugovanych monoklonalnich protilatek, je jejich imunogenicita. Tento problém se védci
pokousi obejit pomoci rekombinantni DNA technologii, pfipravou tzv. humanizovanych
monoklonélnich protilatek, které obsahuji konstantni domény lidského plvodu a variabilni
domény [97] nebo jen jejich antigen vazici useky [98] maji plivod v my$im nebo krysim
imunoglobulinu. Nejnovéji pouZivané metody ptipravy humanizovanych mysich ¢i dokonce

zcela lidskych protilatek jsou zaloZeny na technologii bakteriofagovych knihoven [99, 100].

II. 3. 2. Imunotoxiny

Jako imunotoxiny se oznaCuji konjugaty ziskané vazbou monoklonalni protilatky a
toxinu - bakteridlniho €i rostlinného jedu. Byly pfipraveny imunotoxiny obsahujici ricinovy
toxin [101], pokeweed antivirdlni protein [102], saporin [103], pseudomonadovy exotoxin
[104], diftericky toxin [105] a dalsi. Jiné typy téchto konjugatii maji na molekulu protilatky
kovalentn€ navazdna béZzné pouzivana cytostatika. Takto byl testovan naptiklad
desacetylvinblastin [106], metotrexat [107] nebo neokarcinostatin [108].

Protilatka v molekule imunotoxinu mé za ukol smérovat toxické G¢inky cytostatika ¢€i
toxinu pouze na vybrané cilové buiiky, a tim i zajistit co mozna nejvétsi specificitu G¢inku

imunotoxinu. Nejhojnéji se pouZivaji konjugaty A fetézce ricinového toxinu navazaného na
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molekulu monoklonélni protilatky [109-111]. Pouzivaji se pfi 1écb€é lymfomu a leukémii a
jejich testovani postoupilo uz do II. faze klinickych zkousek. Byly pfipraveny i imunotoxiny
obsahujici fetézec A ricinového toxinu smérované proti nddoru prsu ¢i melanomu [112, 113],
avSak vysledky 1é¢by nebyly pfili§ pfiznivé. Mnohé imunotoxiny jsou uspé€$né€ testovany na
experimentalnich modelech [114-118]

U toxinli navazanych na protilatky je velkym problémem ,,nosné kapacita® protilatky.
Znamena to, Ze na molekulu protilatky se da navéazat jen omezené mnozstvi lé¢iva [107]. U
imunotoxint je nejvétsim problémem tvorba anti-imunotoxinovych protilatek [16, 112], které

imunotoxin vyvazuji a cela 1é€ba se tudiz stava neucinnou.

II. 3. 3. Radioimunotoxiny

Radioimunotoxin [119, 120] je konjugdt smeérujici protilatky s navazanym
radionuklidem. Obecné lze tyto latky pouzit pro diagnostické a terapeutické ucely. Pouziti
monoklonalnich protilatek pro specifickou dopravu radioizotopli je ovSem z terapeutickeho
pohledu atraktivni hlavné proto, Ze nemusi byt zasaZzena kazda jednotlivd nadorovéa burika
zvlast, jako v pfipadé imunotoxind, ale piisobeni vétsiny izotopti vede k ozafeni a zabiti viech
bun¢k v oblasti akumulace radionuklidu. Ukazalo se ale, Ze radioimunoterapie je u¢inn€;si
spiSe pii 1éEbé lymfomi a leukémii neZ pfi terapii ostatnich nadord, coZ je déano
radiosenzitivitou téchto nadord a také snadnym pfistupem konjugati k témto burikam.
Nadé€jnd je zejména lécba akutni myeloidni leukémie pomoci anti-CD33 protilatky s
navazanym "'I, ktera postoupila do I. faze klinického testovani [121]. Daldim ptikladem by
mohly byt radioimmunotoxiny s anti-CD5 [122] a anti-CEA [123] protilatkou konjugovanou s
90y

II. 3. 4. ADEPT - antibody directed enzyme prodrug therapy

Dalsi velmi zajimavy druh cilené terapie je in situ aktivace netoxického proléciva
pomoci enzymu, ktery je protilitkou nasmérovan k nddorovym buiikdm. Je to postup
kombinujici specificitu monoklonédlnich protilatek a amplifikaéni efekt enzymu, ktery je
schopen katalyzovat velmi rychlou pfeménu velkého mnozZstvi substratu. Konkrétnim

ptikladem je podani konjugatu alkalické fosfatazy s monoklonalni protilatkou a naslednou
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aplikaci etopozid fosfatu nebo mitomycin fosfatu, které jsou defosforylovany a pfeménény na

ucinné 1é¢ivo, a to pouze v mistech, kde je jiz nakumulovana fosfataza, tj. v nadoru. [124].

II. 3. 5. Smérované lipozomy

Lipozémy jsou lipidické vesikuly, které je mozné pouZit pro transport biologicky
aktivnich latek, vétSinou klasickych cytostatik. Doxorubicinové lipozémy [125] se uz
nachazeji ve stadiu klinického testovani, lipozdmy obsahujici mitoxantron [126] a taxany
[127, 128] jsou stile testovany na experimentilnich modelech. Enkapsulace sniZuje
nespecifickou toxicitu 1éCiva a zabrafiuje jeho predCasné metabolické degradaci. Povrch
lipozému muzZe byt upraven pfitomnosti reaktivnich skupin, coZ umoziuje navazani dalSich
struktur. Na povrch lipozOml miiZe byt poté navazana smérujici struktura, kterd zvysi
specifickou akumulaci 1é¢iva vcilové tkani. Pro smérovani se pouzivaji naptiklad
monoklonélni protilatky [129, 130] nebo transferin [131]. Dal§i moZnosti je pfitomnost
poly(ethylen glykol)u, coZ zlepSuje rozpustnost, farmakokinetiku, biodistribuci [132] a
zpomaluje eliminaci lipozémi makrofagy a jinymi fagocytujicimi burikami. Takové lipozomy
se nazyvaji ,,stealth liposomes* [133]. Zastupcem takového transporteru je napriklad jiz dfive
zminovany pfipravek Caelyx. Jednd se o liposomy s enkapsulovanym doxorubicinem a
povrchové navazanym methoxypolyethylenglykolem. Pouziva se u pacientl s metastazujicim
karcinomem prsu, u kterych je zvySené kardidlni riziko, popfipad¢ jako druhy stuperi u
pacientil s ovarialnim karcinomem poté, co selhala 1é€ba chemoterapeutiky na bazi platiny.
Jevi se téz jako vhodny pro pacienty s Kaposiho sarkomem sdruzenym s AIDS (nizky pocet

CD4, rozsahly mukokutanni a visceralni postiZzeni).

II. 3. 6. Smérovana polymerni prolééiva

Mnohé negativni vlastnosti (napf. imunogenicita ¢i vysoka toxicita) konjugati, kde je
cytostatikum navazano pfimo na molekulu protilatky (II. 3. 1.), lze zmimit nebo zcela
odstranit navazanim léfiva i smérujici struktury na polymerni nosi¢, naptiklad poly[N-(2-
hydroxypropyl)metakrylamid] [51]. Polymerni nosi¢ zvy$uje rozpustnost farmak a umoziuje
definované navazani dostate¢éného mnozstvi lé¢iva (IL. 4. 2.). Konjugaty tvofené polymernim
nosi¢em, na ktery je kovalentn€ navazana smeérujici struktura a 1é¢ivo, se nazyvaji smérovana

polymerni proléciva [134].
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Jako smérujici struktury se pouZivaji nejvice protilatky [51, 92-95], ale i albumin
[135] a transferrin [90, 91], sacharidy [88, 89], lektiny [86] a hormony [8].

Protilatkou smérovand polymerni prolé¢iva mohou vyuzivat rizné polymerni nosice.
Experimenty ukazuji, Ze jednim z nejnadéjné€j$ich je HPMA, kterému bude vénovana
samostatna kapitola (II. 4.). Existuje a bylo testovano mnozstvi jinych konjugat. Naptiklad
dextran smérovany protilatkou proti a-fetoproteinu byl pouzit jako nosi¢ daunomycinu a pfi
experimentalni 1é€bé krysiho hepatomu je podstatné u€inn€j$i nez volné 1é€ivo [136]. Dalsim
pfikladem je dextranovy konjugit s doxorubicinem a smeérovany anti-CDS5 monoklonalni
protilatkou, ktery byl testovan na lidské T-buné¢né linii rostouci na nu/nu mysich [137]. V
jiném piipad€ byl daunomycin nebo doxorubicin navazan na aminodextran a smérovan anti-
CEA nprotilaitkou. Konjugat vykazoval vysokou schopnost inhibice ristu lidského
kolorektalniho karcinomu rostouciho na imunodeficientnich mySich [138]. Oproti tomu
poméme€ neuCinny je konjugat S-fluorouridinu s nosi¢em poly(L-lysinem) smérovany

protilatkou proti glykoproteinu pii 1é€bé€ lidského kolorektalniho karcinomu [139].

II. 4. POLY [N-(2-HYDROXYPROPYL)METAKRYLAMID] - HPMA

Na pocatku vzniku syntetického vodorozpustného polymeru na bazi [N-(2-
hydroxypropyl)metakrylamid]u [140] stala snaha ziskat nahrazku krevni plazmy. To se
nakonec skute¢né na Ustavu makromolekularni chemie AV CR povedlo a byl pfipraven
produkt komer¢niho nazvu Duxon, o kterém se pozdé€ji zjistilo, Ze je to zaroveni i velmi dobry
a u¢inny zaklad polymerniho nosie 1é¢iv, spliiujici v§echny podminky postulované prof.
Ringsdorfem [42]. V prib&hu nasledujicich let, naplnénych nespofetnou fadou in vitro testi a
studii na experimentalnich zvifecich modelech, se zjistilo, Ze polymer spliiuje ptrisna kritéria
umoziujici jeho pouziti v huménni mediciné. Ve Velké Britanii konjugit HPMA s
doxorubicinem usp€$n€ ukoncil I. fazi klinického testovani a stoji pfed ukoncenim II. faze

[65].
II. 4. 1. Struktura a vlastnosti HPMA
Zakladni polymerni fetézec poly[N-(2-hydroxypropyl)metakrylamidu] nenese Zadné

funk¢ni skupiny, které by umozZiiovaly kontrolované navazani a uvolnéni 1éfiva nebo

smérujici struktury, a proto se pouziva kopolymerni HPMA ftetézec nesouci kratké postranni
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oligopeptidické sekvence zakon¢ené reaktivni p-nitrofenylesterovou skupinu. Pomoci této
skupiny jsou aminolyzou navazovany jak molekuly 1é€iva, tak i smérujici struktury obsahujici
-NH; skupiny. Postranni oligopeptidické sekvence jsou dilezitou soucasti celého 1éCiva,
nebot’ vyrazné rozhoduji o jeho G¢innosti (II. 3. 2.).

Hydrofilni synteticky HPMA je chemicky dobte definovan a splituje fadu pozadavkd,
které jsou pro dobry polymerni nosi¢ nezbytné. Samotny homopolymer je zcela netoxicky az
do testované davky 30 g/kg [51, 84, 141] a velmi slabé imunogenni [6, 8, 51, 142, 143].
Stejn€ jako ostatni nosi€e zmirfiuje systémovou toxicitu navdzaného nizkomolekularniho
cytostatika. Dalsi duleZitou vlastnosti HPMA nosice je skutecnost, Ze protilatky nebo jiné
proteiny, které jsou na ném navazany a slouzi jako smérujici struktury, maji aZ o n€kolik fada
niz§i imunogenicitu ve srovnani s volnymi molekulami. Homopolymer HPMA je naprosto
neimunogenni [51]. Kopolymery HPMA obsahujici postranni oligopeptidické sekvence jsou
slab¢ antigenni a intenzita protilatkové odpovédi zavisi na povaze postrannich fetézci.
Vznikajici protilatky nalezi k IgM izotypu a jsou namifeny proti postrannim oligopeptidickym
fetézcim [51]. HPMA kopolymery patfi mezi slabé antigeny nezavislé na T lymfocytech,
nebot’ mirnou odpovéd’ 1ze navodit také u nu/nu mysi [51].

Rovnéz byl studovan vliv HPMA a jeho kopolymeri na klasickou a alternativni drahu
komplementu. Bylo prokdzano, 2¢ HPMA a jeho kopolymery v obvyklych déavkach
neovliviiuji ani klasickou, ani alternativni drahu komplementu [51, 141, 144, 145].

Sledovany byly také ucinky dlouhodobého podavéani extrémné vysokych davek
HPMA a jeho kopolymerti na imunitni systém organizmu. Dlouhodobé podavani vysokych
davek HPMA a jeho kopolymerti neinhibuje schopnost protilatkové odpovédi na T
dependentni a T independentni antigeny ani fagocytarni aktivitu monocytl a neutrofilii [51,

141].

I1. 4. 2. Vazba 1éCiva a smérujicich struktur na HPMA

Jiz bylo feCeno, Ze vazbu léCiva a smérujici struktury na tfet¢zec HPMA umoziuji
postranni oligopeptidické sekvence HPMA kopolymeru. TéZ bylo feceno, Ze pro smérovani
HPMA konjugétil jsou pouzivany nejrizné€j$i molekuly, naptiklad protilatky [51, 92, 95] a
jejich fragmenty [88, 146], lektiny [86], transferin [90, 91], galaktosamin [51, 147] a N-
acetylgalaktosamin. Je-li ke smérovani pouZita protilatka, pak aminolyticky zpliisob navazéani
miiZze zpusobit, Ze k vazbé dojde s -NH; skupinou, kterd je v blizkosti vazebného mista

imunoglobulinu nebo pfimo v ném. Konjugit pak ma samoziejmé¢ sniZenou smeérovaci
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schopnost [148]. Protilatka v§ak miiZe byt navazana i tzv. orientovanou vazbou pies molekulu
karbohydratu. Pfi tomto zplsobu vazby se vyuziva glykosylace imunoglobulinii (Cy2
doména) a spociva v Setrné oxidaci -OH skupin sacharidii na aldehydickou skupinu, ktera je
pak vyuzita k vazbé [88].

V experimentech jsou pouzivany HPMA konjugaty doxorubicinu (adriamycinu) [149,
150], daunomycinu [51] a puromycinu [151], S5S-fluorouracilu [152], methotrexatu a
fotoaktivovatelnych 1éciv [88].

O 1ucinnosti preparatu vyznamné rozhoduje povaha postranniho oligopeptidického
fetézce (aminokyselinové spojky), ktery spojuje HPMA fetézec s léCivem [153]. Aby mohlo
1é¢ivo po vstupu do buriky vykonat svou funkci, musi se v cilové burice z konjugatu opét
uvolnit (vyjimku tvofi pouze fotoaktivovatelna 1éCiva). Proto jsou pouZivany
aminokyselinové spojky, u kterych je vazba mezi nimi a léivem $t€pitelnd lysozomalnimi
proteazami, zvlast€¢ kathepsiny B, H a L [6]. Typickou enzymaticky dobfe $tépitelnou a
rovnéZ nejpouzivanéjsi spojkou je tetrapeptid GlyPheLeuGly. Je-li k vazbé 1é¢iva na nosi¢
pouzita spojka s enzymaticky nestépitelnou sekvenci, naptiklad dipeptid GlyGly, je vysledny
konjugat nei&inny [154]. Uginnost konjugatu neni ovlivnéna, pokud se pomoci neitépitelného
dipeptidu navaze na nosi¢ pouze smérujici struktura [51]. Jinym efektivnim zptsobem, ktery
umozni intraceluldrni uvolnéni 1é¢iva, je pouziti tzv. hydrazonové vazby, ktera je nestabilni

pfi nizkém pH a zplsobuje odStépeni 1é€iva v endozémech a lysozémech cilové buriky [155].

II. 4. 3. Struktura smérovanych HPMA konjugati

Prvni smérované polymerni 1é€iva na bazi HPMA byla tvofena polymernim fetézcem,
na ktery bylo pomoci §tépitelné aminokyselinové spojky navazano lé¢ivo a smérujici
struktura. U té€chto konjugatii, které jsou dnes oznacovany jako klasické, mize s protilatkou
nebo jinou smérujici molekulou obsahujici vice -NH; skupin zreagovat vice molekul HPMA a
s nimi opé€t dal$i smérujici molekuly. Mohou tak vzniknout velké prostorové sité, které mohou
pferist v nerozpustné supramolekuly, jeZ nejsou terapeuticky pouZitelné. Proto byl
vypracovan jiny zpusob syntézy, kdy kazdy fet€ézec HPMA, obsahujici pfisluSné mnozstvi
léCiva, nese na svém konci pouze jednu reaktivni skupinu. Vysledny, tzv. hvézdicovy,
konjugat je tvofen centralni molekulou protilatky ¢i jiné smérujici struktury, na které jsou

navazany kratké HPMA fetézce nesouci 1é€ivo [93] (Obr. 3).
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Obr. 3: Klasick4 a hvézdicova struktura HPMA konjugati (pFevzato z M. Kovar et al. 2002).

I1. 4. 4. Mechanismus i¢inku HPMA konjugatiu

Opakované bylo prokazano, Ze mezi volnym a polymernim lé¢ivem existuji vyrazné
rozdily v pusobeni jak na cely organizmus, tak na cilovou buiiku. Biodistribuce konjugétu je
zasadnim zpisobem ovlivnéna jeho molekulovou hmotnosti, eliminace z organizmu pak
velikosti polymerniho nosiCe, je-li neStépitelny. Vysokomolekularni konjugéaty pretrvavaji
v obéhu mnohem déle nez konjugaty s niZ§i molekulovou hmotnosti. U nestépitelného HPMA
polymerniho nosice je dileZité, aby jeho hmotnost byla niz$i nez je rendlni prah (M,, ~ 40).
Pfi M,, ~ 20 md HPMA polymer optimalni velikost jak pro priichod ptfes anatomické bariéry
a akumulaci v nadoru, tak pro G¢inné vylu€ovani z t€la. Na rozdil od 1é¢iva volného, které se
do buné€k dostava prostou difuzi ¢i pinocytdzou, a nesmérovaného polymerniho 1é€iva, které
se do bunky dostavd pouze pinocytdzou, je vstup smérovaného léCiva zaji§tén receptory
zprostfedkovanou endocyt6zou, coz zaruCuje jeho specificky ucinek. Po internalizaci
konjugatu navazaného na receptor se vytvori endozém, ktery zéhy splyva s lysozomem.
Vlivem lysozomalnich proteaz se z konjugatu uvolni 1é€ivo. Vlastni 1é¢ivo se tedy v krevnim
ob¢hu vyskytuje ve formé€ neaktivniho proléciva, které se aktivuje az v lysozémech cilovych
bun€k. HPMA konjugaty nesou vétSinou antracyklinova antibiotika, kterda svého

cytotoxického efektu vétSinou dosahuji poskozenim jaderné a mitochondridlni DNA, a proto
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se uvolnéné 1écivo musi difuzi pfesunout z lysozému do jadra a mitochondrii. Jsou-li pouZita
fotoaktivovatelna 1é¢iva [153, 156], jejichZ mechanismus u¢inku spocivéa v tom, Ze po ozafeni
svétlem urcité vinové délky produkuji singletovy kyslik, ktery je extrémné reaktivni a atakuje
zejména membranové struktury, pak k odst€peni, a dokonce ani k internalizaci konjugatu
nemusi dojit a polymerni 1é¢ivo je presto ucinné [51].

Polymerni smérovana lé¢iva na bazi HPMA se v experimentalnich modelech ukazuji
jako velmi u¢inné protinddorové preparaty. Lécba malignit v8ak neni jedinou mozZnosti v

uplatnéni t€chto latek. Bylo téZ zkoumano jejich pouziti pti specifické imunosupresi [7].
I1. 5. SLIZNICNi MIKROFLORA

Kazdy organismus je vystaven neustalym interakcim se svym prostiedim, které jsou
jak Zivotné dulezité pro jeho preziti, tak 1 potencidlné Zivot ohroZujici. K nejvétSim a
pokryty epitelidlnimi burikami. Je dilezité uvédomit si, Ze naptiklad u ¢lovéka tvoti pokozka
cca 2m’, zatimco mukézni povrchy zaujimaji cca 300 m’. Ac&koli se sav&i plod rodi
bezmikrobni, uz tésné¢ po porodu dochazi k nezvratné kolonizaci makroorganismu
mikroorganismy. Za hlavni kolonizaéni kanaly lze povaZovat pokozku a slizniéni povrchy
gastrointestindlni soustavy, pohlavni soustavy a plic. Tyto interakce za fyziologickych
podminek vedou ke kolonizaci epitelidlnich povrchli, harmonickému souziti hostitele
s mikroorganismy a z toho plynoucich vyhod pro hostitele — komensalismus. Tim je vytvofen
velmi sloZity, otevieny a dynamicky ekosystém, tvofeny pfitomnymi bakteriemi a kratkodobé
1 mikroby. Za ur¢itych podminek ovsem také mize dochéazet k tomu, Ze n€ktery z ¢lent
tohoto ekosystému se stane pro hostitele parazitem a miize dochéazet k oportunnim infekcim
[157-159]. Mikrofléra interaguje s organismem jak lokaln€, tak i na urovni systému. Tyto
interakce jsou zaloZené na oboustranné aktivni u€asti a vykazuji shodnou strategii, protoZe
dlouha koevoluce vybavila mikroorganismy i imunitni systém podobnymi mechanismy
diverzifikace a selekce [160].

Po&et mikroorganismu tvoficich tento ekosystém se odhaduje na cca 10'* jedinci, co
je o tfad vice nez bun€k, které tvori lidsky organismus. Normalni mikrofldra je prevazné
tvofena bakteriemi, ale vyskytuji se v ni i houbové organismy, prvoci a viry. Odhaduje se, Ze
se na jejim slozeni podili vice jak 1000 druhti. BohuZel se naSe soufasna znalost tohoto
ekosystému omezuje na informace ziskané znamymi mikrobiologickymi kultivaénimi

postupy. Naptiklad stfevni mikrofldra je tvofena ptevazné anaerobnimi bakteriemi, které jsou
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pravé témito technikami obtiZzné identifikovatelné [161]. Navic je az 80 % bakterii
pfitomnych v normalni mikrofléfe nekultivovatelnych [158, 159, 161, 162]. Proto se
v posledni dobé pfistupuje k pouziti novych molekularn€é biologickych metod, jako jsou
sekvenéni analyza knihoven amplifikované ribozoméalni DNA nebo gelové elektroforézy
s teplotnim gradientem nebo denaturaénimi podminkami. Ob¢ tyto metody jasn€ dokazuji, jak
ruznoroda je stfevni mikrofléra. Dalsi velmi efektivni metodou je polymerazova fetézova
reakce (PCR), spole¢n¢ soligonukleotidy na béazi 16S ribozomalni RNA. Tyto
oligonukleotidy lze také pouZit pro in situ fluorescen¢ni hybridizaci (FISH). Tak jiz byly
popsany sondy pokryvajici zhruba 80% stfevni mikroflory [163-166].

II. 5. 1. Slizni¢ni imunitni systém

Slizni¢éni lymfaticka tkan (MALT) se sklada z Casti z organizovanych struktur, které
zahrnuji jak samostatné, tak vicecetné lymfatické uzliny (Peyerovy plaky, apendix), z ¢asti
z difizn€ rozprostfenych lymfocyti pod celym povrchem sliznic vlamina propria. Tyto
komponenty spole¢né s nespecifickou ¢asti slizni¢éniho imunitniho systému tvori specifickou
(adaptivni) odpovéd’.

Organizovana ¢ast slizniéniho imunitniho systému zastupuje indukéni funkci.
Terminalni centra lymfatickych uzlin jsou tvofeny pfevazné B lymfocyty, T lymfocyty
zaujimaji misto pfedevS§im v interfolikularnim prostoru v blizkosti venul s vysokym
endotelem. Organizovana slizni¢ni tkan je kryta vrstvou epitelu (tzv. epitel asociovany
s folikuly, FAE), ktery v sob¢ obsahuje specialni typ membrandznich epitelidlnich bunék.
Nazyvaji se M-buiiky a jsou velmi efektivni v pohlcovani n€kterych antigenii a jejich
transportu z lumen do folikularniho prostoru (Peyerovy plaky), kde dochéazi k aktivaci T
lymfocyti a tedy indukci slizni€ni imunitni odpoveédi [167, 168].

Difuzni lymfocyty reprezentuji u¢innou efektorovou ¢ast slizni¢niho imunitniho
systému. Lymfocyty, které jsou pfitomné v epitelu na bazolaterdlni strané enterocytl, se
nazyvaji intraepitelialni lymfocyty (IEL). Jedna se o T lymfocyty predev§im CD8" fenotypu,
které se li§i od lymfocytd ptfitomnych vkrevnim fecisti. Tyto lymfocyty jsou
charakterizovatelné jako CD8', CD45RO" s adhesivnimi molekulami (integrin aEB7) a
cytoplazmatickymi granulami s obsahem cytolytickych proteini (perforin). Predpoklada se, Ze
intraepitelialni lymfocyty jsou schopny rozpoznat n€které proteiny, které normalné€ nejsou

pfitomné v epitelu, a reagovat cytologicky na poskozené nebo pozménéné epitelialni buriky.
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Difuzni lymfocyty vlamina propria jsou nejpocetnéj$i a nejaktivnéjsi slizni¢ni
efektorové buriky. Jsou to ptedev§im B lymfocyty produkujici polymerni IgA a T lymfocyty
fenotypu CD4" produkuji riizné cytokiny, kde velmi zajimava a dilezitd subpopulace je
tvofena T regulanimi lymfocyty (Trg), které jsou vyznamné hlavné diky své supresorové
funkci. Tyto regulaéni T buiiky exprimuji CD25 a produkuji inhibi¢ni cytokiny IL-10 a TGF-
B [169-173].
slizni¢nim povrchu. Jeho polymerni forma dominuje pfi sekreci, monomerni forma je
dominantni v krevnim ob&hu. Hlavnim zdrojem monomerniho IgA je kostni dfefi, naproti
tomu polymerni forma je produkovana hlavné plazmatickymi burikami ve sliznici a
exokrinnich Zlazach. Lymfaticka tkan asociovana se zaZivacim traktem (GALT) je nejvétsim
lymfatickym organem v t&le. Celkové mnoZstvi IgA produkujicich bun&k (7x10'') a denni
produkce IgA ve stfevé (2-5 g) poukazuje na skuteCnost, Ze IgA je nejvice prezentovanou
tfidou imunoglobulinii v organismu. Vé&tSina IgA idiotypd je pouZzita proti slizni€nim
mikrobiotdm. Jeho polymerni struktura mu umoZiluje pronikat do sekreti, odolavat
enzymatickym aktivitdm a fungovat jako efektorova molekula na slizni¢nich povrSich [167,
169, 174-177]. Sekretované IgA, tj. jeho dimerni forma, je odolna k proteolyze a jeji hlavni
ukol spo¢iva v znemoznéni bakteriim adherovat na sliznici a zabran€ni priniku antigent do
vnitfnich prostor organismu. Navic je IgA schopné reagovat s né€kterymi nespecifickymi
baktericidnimi latkami, jako je laktoperoxidaza nebo laktoferrin, a transportovat je k

bakterialnimu povrchu [176-178].

I1. 5. 2. Bezmikrobni zvirata

Neocenitelnym nastrojem pro studium role normalni mikrofléry nebo rozdilu mezi
geneticky determinovanymi spontanné se vyvijejicimi imunitnimi mechanismy a témi, které
jsou vyvolany agens plvodem zprostfedi, jsou pravé zvifeci modely chované
v bezmikrobnim prostfedi [179-186]. Gnotobiologické techniky, které byly vyvinuté od konce
devatenactého stoleti, umoznily zavedeni riznorodych bezmikrobnich zvifecich modeld,
nejcastéji hlodav¢ich. Obvykle je prvni generace bezmikrobnich zvifat porozena cisafskym
fezem a prevedena do izolatoru k dal§imu chovu v bezmikrobnim prostfedi, kde jsou krmena
bud’ néhradni matkou nebo zlahve stravou na bazi kravského mléka. SloZeni stravy je
v pfipadé bezmikrobnich modeli potfeba brat vavahu. De facto, nejlépe definovany a

gnotobiologicky nej¢ist§i bezmikrobni zvifeci model je totiz praveé ten, ktery nepostrada jen
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slizniéni mikrofléru, ale i antigeny pochézejici z potravy. Fakticky jsou ale modely prosté
antigeni pouzivany jen zfidka, jelikoz chemicky dobfe definovana neantigenni potrava je
velmi obtizna na pfipravu [182, 186].

V soucasné dob€ existuje cela fada bezmikrobnich druhd, hlavné hlodav¢ich, ale
k dispozici jsou i kufata, selata, telata nebo kozy. Zmény v lymfatické tkani asociované
s zaZivacim traktem byly popsény u v§ech bezmikrobnich modeld. Nejvyraznéj$i zmény byly
pozorovany v tlustém stfev€. U bezmikrobnich hlodavct dochazi k desetindsobnému zvétSeni
slepého stfeva v porovnani s konvenéné chovanymi jedinci a k akumulaci hlenu a zadrZovani
vody jako dusledek chybéjicich mukolytickych bakterii. Epitelialni buriky stfeva maji vyrazné
prodlouZeny bunéény cyklus (4 dny) oproti konvenénim zvifatim (2 dny), popsano bylo i
zeslabeni peristaltiky. Slozky stfevni lymfatické tkané€ jsou slabé vyvinuté a mnoZstvi
lymfocytd pfitomnych v organisované a difuzni GALT jsou snizené [180, 182, 184].
Neptitomnost slizni¢ni mikroflory postihuje predev§im T lymfocyty nesouci af typ TCR
receptoru [187].

Nepftitomnost mikrofléry mé vliv také na produkci protilatek. Bylo prokazano, Zze u
novorozenych selat, krys a kraliki v bezmikrobnich podminkach se buiky produkujici
pfirozené protilatky proti bakteridlnim antigentim (LPS) a tkafiovym antigenim ptitomnych
hlavné€ ve slizni¢ni lymfatické tkani objevuji vyrazné pozdé€ji [180, 184]. Porovnanim
humoralnich odpovédi a dalSich faktori bylo zjist€no, Ze bezmikrobni zvifeci modely maji
niz§i diverzitu imunoglobulini neZz konvenéni zvifata [184, 188-192]. Lymfocyty
z bezmikrobnich zvifat reaguji na mitogeny a polyklonalni stimulaci s nizkou intenzitou.

Zapojeni slozek vrozené imunitni odpovédi do interakci mikrofléory a imunitniho
systému bylo studovéno jiz od po¢atkl vzniku gnotobiologie. Bylo prokazano, Ze fagocyticka
aktivita a chemotaxe makrofagli v bezmikrobnich zvifecich modelech je sniZend. Rozdil
v odpovédi na LPS jiz byl zminén vySe. Vét§ina komponent vrozené imunity zacind byt
teprve charakterizovana a identifikovana, pravé srovnavanim konvenénich a bezmikrobnich
jedinct. Tak byla naptiklad objevena nova skupina angiogennich proteinti s baktericidnimi
vlastnostmi [193].

Jelikoz mikrofléra hraje velmi dileZitou roli pfi metabolickych procesech, byla
provedena komparativni studie na konven¢nich a bezmikrobnich modelech s cilem zjistit,
jaky je mikrobidlni vliv na enzymatickou aktivitu membran karta¢ového lemu v tenkém stfeve
[194]. Bylo zjisté€no, Ze bezmikrobni mlad’ata vykazuji vyssi aktivitu enzymu ve stfevé, ne ale
diive, nez dojde k jejich odstaveni. Takové ovlivnéni se nevztahuje jen na aktivitu

enzymatickych glykoproteinti mikrovilarni membrany ve stfevé, ale zahrnuje naptiklad i
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syntézu cukernych fetézcli glykoproteinii asociovanych s membranou. Funkce a ucinek
slizni€ni mikrofléry se za¢ina studovat za pomoci soucasnych metod funk¢ni genomiky [162,
195].
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III. MATERIAL A METODY

III. 1. ROZTOKY

Citratovy pufr

Zasobni roztok 0,1M
Roztok A: kyselina citronova 19,21 g/1000 ml
Roztok B: dihydrét citratu sodného 29,41 g/1000 ml

Pracovni roztok (pH 6): 9,5 ob;j. dilti A + 41,5 dild B + 41,5 dila H,O.

Fyziologicky roztok (Fo)
NaCl 9,0g
Doplnit do 1 1 destilovanou vodou a upravit pH pomoci 4M NaOH na 7,35.

Fosfat —fyziologicky roztok (PBS)

NaCl 9’Og
NazHPO4. 12H20 1 ,2g
NaH,PO4.1H,0 0,2g

Doplnit do 1 1 destilovanou vodou a upravit pH pomoci 4M NaOH na 7,35.

Lyzaéni roztok

NH,4Cl 83¢g
KHCO; 10g
Na,EDTA . 2 H,0O 0,037 g

Doplnit do 900 ml destilovanou vodou, upravit pH pomoci 4 M NaOH na 7,2-7,4 a doplnit do
1000 ml. Uchovavat pii 4°C.

Redici pufr (RBT)

PBS 100 ml

1% Zelatina 100 ml

PEG 6000 6g

Tween 20 0,2 ml (vznikne 0,1% roztok)
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Promyvaci pufr (PBT)
PBS 1000 ml
Tween 20 1 ml (vznikne 0,1% roztok)

1% Zelatina
Zelatina lg
PBS 100 ml

Pufr pro biotinylaci (BP) — dialyza¢ni pufr

NaCl 90¢g
NazHP04. 12 H20 1,4 g
NaH2P04. 2 HzO 0,12 g

Doplnit do 900 ml destilovanou vodou a upravit pH pomoci 4 M NaOH na 8,1-8,2. Doplnit

destilovanou vodou do 1000 ml.

Roztok na FACS
NaN; 0,1% roztok ve F®
BSA 1% roztok ve F®

Zfiltrovat ptes 0,22 um filtr (Millipore). Uchovavat pti 4 °C.

RPMI 1640 s 10% FCS: médium pro bunééné kultury
Zéakladni kultivaéni médium vyvinuté G. E. Moorem z Roswell Park Memorial Institute
(odtud zkratka).
450 ml RPMI 1640:
zakladni aminokyseliny: Arg, Asn, Asp, Cys, Glu, Gly, His, Ile, Leu, Lys, Met, Phe,
Pro, Tyr;
soli: Na,HPO,4, NaCl, KClI;
pufrovaci roztoky: NaHCOs -7,5% roztok
tkanova H,O
5ml glutamin (200 mM)

Sml antibiotika (10 000 U penicilin + 10 mg streptomycin/ml)
5ml Na-pyruvat (100mM)
5ml HEPES (1,5 M, pH 7,2)
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50 ml fetdlni teleci sérum (FCS) s inaktivovanym komplementem (komplement byl

inaktivovan zahtatim séra ve vodni 1azni na teplotu 56 °C po dobu 1 h)

Smés pro 8% délici polyakrylamidovy gel

4,6 ml destilovana H,O

2,7 ml 30% akrylamidovy mix (BIO-RAD)

2,5 ml 1,5M TRIS (pH 8,8)

0,1 ml 10% SDS (dodecylsulfat sodny)

0,1 ml 10% APS (persiran amonny)

0,006 ml TEMED (N, N, N’, N’ tetramethylethylendiamin)

Smés pro zaostfovaci polyakrylamidovy gel
2,7ml destilovana H,O

0,67ml  30% akrylamidovy mix (BIO-RAD)
0,5 ml 1,0M TRIS (pH 6,8)

0,04 ml  10% SDS

0,04 ml  10% APS

0,004 ml TEMED

TRIS-glycinovy pufr

0,25M TRIS
0,2M glycin
0,1% SDS

Barvici roztok

50 ml metanol

40 ml destilovana H,O
10 ml kyselina octové

200 mg  Coomassie Brililant Blue R-250 (Serva)

QOdbarvovaci roztok

50 ml destilovana H,O

40 ml etanol

10 ml kyselina octova
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II1. 2. BUNKY
II1. 2. 1. PouzZivané bunéc¢né linie

BCL1 bunécna linie je spontanni B-buné¢na leukémie odvozena z mysiho inbredniho kmene
Balb/c [196]. Jedna se o maligné transformovany B-lymfocyt, exprimuje membranovou
formu IgM a IgD (BCR), ale sekretuje pouze miziva mnoZstvi tohoto imunoglobulinu.
V syngennim pfijemci nevytvaii solidni nadory, ale masivné osidluje peritoneum, pozdé&ji
1 periferni lymfatické organy. Dochazi k mnohonasobnému zvétSeni sleziny — splenomegalii.

Tato linie se nedafila propagovat in vitro, a proto byla pasaZovana iv vivo (III. 2. 3.).

B1 buné¢né linie je mysi hybridom sekretujici protilatku (IgG1) rozeznavajici epitop IgM
imunoglobulinti na BCL1 burikach [197]. Dobte se propaguje v in vitro systému. Adheruje k
podkladu.

C2 bunécéna linie je potkani hybridom [198, 199] sekretujici protilatku (IgG2a) rozeznavajici
mysi transferrinovy receptor (CD71). Tato protilatka blokuje vazbu transferrinu na CD71.
Dobte se propaguje v in vitro systému. Tento hybridom jsme dostali jako dar z laboratore

RNDr. J. Kovére, CSc., UMG AV CR.
II1. 2. 2. Propagace bunék in vitro, zamrazeni a rozmrazeni bunék

Buiiky byly propagovany v tkariovém médiu (III. 1.), a to bud’ na petriho miskach
(Nunc), anebo v lahvich pro bunééné kultury (Nunc). Kultivace probihala v kultiva¢nim boxu
(Sanyo) pfi 37°C, 100% vlhkosti a v atmosféte 5% CO,. Buiiky byly fedény pfi dosaZeni
vysoké, ale pokud mozno ne maximalni, popula¢ni density.

Zamrazovani bun€k bylo provadéno v kultivaénim mediu s 20% fetalniho teleciho séra a
10% DMSO. Buiiky (2.10°-107) byly v zamraZovacich ampulich (Nunc) po 1 ml najprve cca
20 min. v -20°C, poté pies noc v —70°C a nakonec uloZeny pfi —150°C v mrazicim boxu
(Sanyo).

Buiiky byly rozmrazovany co nejrychleji ve vodni 1azni (37°C), poté pievedeny do 50
ml kyvety (Nunc) a 2x promyty vét§im objemem (20-30 ml) tkatiového media (IIL. 1.).
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Zivotnost bunék byla uréena pod mikroskopem pomoci trypanové modfi, vzdy se pohybovala
mezi 65-95 %.

S butikami bylo manipulovano v laminarnim boxu (Hereaus) za sterilnich podminek.
Pfi jakkémkoliv podezieni na kontaminaci tkanové kultury jsme tuto dale nepouzivali.
Pocitani bunék bylo provadéno pod mikroskopem v trypanové modfi pomoci Biirkerovy
komurky.

II1. 2. 3. PasaZzovani BCL1 leukémie in vivo

ProtoZe propagace bunécné linie BCL1 se nedafila in vitro, musela byt tato linie
udrZzovana pomoci pasdZovani in vivo. My$§ Balb/c v pokroilém stadiu vyvoje BCLI
leukémie (silné€ zvétSené peritoneum) byla usmrcena cervikalni dislokaci a byla vyjmuta jeji
slezina. Ta byla zhomogenizovéana v tkanovém médiu (IIL. 1.). Buiiky byly stoceny (800 G, 5
min.), 3x promyty tkatiovym mediem a spocitany (Zivé buiiky). Poté bylo zdravym samicim

Balb/c mys3i inokulovéano intraperitonealn& 10° bungk v 0,5 ml PBS.
III. 2. 4. Inokulace nadorovych bunék

Buikky BCL1 byly ziskdny perfuzi sleziny Balb/c myS$i v pokro€ilém stadiu
onemocnéni stejnym zplisobem jako pfi pasaZovani (III. 3. 1.). Buiiky byly nafedény na
koncentraci 10° bungk/ml a pomoci injekéni stiikatky intraperitonealn& aplikovany Balb/c
myS$im (500 pl suspenze). Den, kdy byly my$im injikovany buiiky, je oznacovan jako 0. den

experimentu.

I11. 3. EXPERIMENTALNI ZVIRATA

Experimenty byly provadény na mysich inbredniho kmene Balb/c /H-2d/ (FGU AV
CR) na samicich starych 8-14 tydnd. V prib&hu pokusu na zjisténi vyznamu mikrofléry na
rozvoj nadorového onemocnéni (IV. 8.) byly myS$i zbezmikrobni skupiny chovany
v izolatorech, krmeny sterilni stravou s pitim sterilni vody bez omezeni. Byla u nich
provadéna pravidelna kontrola bezmikrobniho stavu (III. 3. 1.) Kontrolni skupina mysi byla

chovéana v konvenénich podminkach. Cely pokus probéhl na detafovaném pracovisti MBU
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AV CR Novy Hradek. V priibéhu ostatnich pokusti byly mysi chovany v konvenénich

podminkach a krmeny standardni dietou bez omezeni piti.

III. 3. 1. Mikrobiologicka kontrola bezmikrobnich mysi

Mikrobiologickéa kontrola bezmikrobnich mysi je provadéna pravidelné jednou za tfi
tydny. Cerstvé vzorky trusu jsou v kazdém izolatoru pfimo odebirany do tii typt bujoni.
Jedna se o masopeptonovy bujon pro aerobni kultivaci bakterii pfi 37°C, Sabouraudiiv bujon
pro kultivaci aerobnich bakterii, kvasinek a plisni, které maji ristové teplotni optimum pfi
25°C a Schaedleriv anaerobni bujon pro kultivaci anaerobnich bakterii (37°C). Bujony
s odebranym trusem jsou po vyjmuti z izolatorii inkubovany po dobu sedmi dnii v termostatu
pfi teplotach 37°C (MPB a Schaedleriv anaerobni bujon) nebo 25°C (Sabouraudiiv bujén). Po
této dob€ jsou preockovany na pevna média, ktera maji stejné sloZeni jako vySe jmenované
bujony. Kultivace vzorkt na plotnach trva pét dni. Plotny pro anaerobni kultivace jsou
kultivovany v anaerobni atmosféte (Anaerogen 2,51t, DIOXO). Vysledky kultivaci jsou
odecitany za pét dni.

Soubézné s mikrobiologickou kontrolou probihda mikroskopickd kontrola natéru
vzorku trusu z jednotlivych izolatord. Natéry trusu na podloznim skli¢ku jsou po zaschnuti
zafixovéany nad plamenem a poté obarveny May Griinwald-Giemzovym barvivem pro odecet
G+ a G- baktérii.

Izolatory s negativnim kultivaénim i mikroskopickym vySetfenim jsou povazovany za

bezmikrobni.

I11. 4. PROTILATKY

Produkovali jsme vlastni anti-idiotypovou protilatku Bl (IgG1) a C2 monoklonalni
protilatku (IgG2a) pomoci hybridomové technologie. B1 protilatka rozpoznava IgM idiotyp
na povrchu BCL1 leukemickych bun€k. C2 protilatka se vaZze na transferrinovy receptor
(CD71).
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III. 4. 1. Produkce protilatek

Protilatky byly produkovany ve formé ascitu. B1 hybridom roste v syngennim
pfijemci — Balb/c mySich. Hybridom C2 byl péstovan na samcich potkana (Wistar Furth x
Lou). Buniky byly nejdfive napé€stovany ve velkém mnoZstvi v in vitro systému. Poté byly
stoceny (800 G, 5 min.), rozsuspendovany v Cerstvém médiu, spocitdny a nafedény na
koncentraci 107 bun&k/ml. Poté bylo mysim aplikovano intraperitonealné 0,5 ml této suspenze
bun¢k. Mysi byly dva tydny pfedem oSetfeny intraperitonealni aplikaci 0,5 ml sterilniho
parafinového oleje (Sigma).

Po signifikantnim zvétSeni peritonea (2-3 tydny) byly myS$i usmrceny cervikalni
dislokaci a byla odebrana asciticka tekutina. Ta byla sto¢ena (2700 G, 5 min.) a supernatant
byl pipetou odtazen do ¢isté kyvety. Po pfidani azidu sodného (10%, 100x fedéno) byl takto

oSetfeny ascites skladovan pti 4°C az do dalsiho pouziti.
II1. 4. 2. Purifikace protilatek

Ascites byl nejprve odsét pres injek¢ni jehlu nabodnutim kyvety zespodu (odstranéni
kapének tuku), a poté stocen (8000 G, 20 min.). Supernatant byl ptelit do sklenéné kadinky a
za stalého michani (magneticka ty¢inka) byl ptikapavan SAS (III. 1.), a to polovina objemu
ascitu. Za stalého michani probihalo srazeni 2 hodiny pfi laboratorni teploté. Cely objem
kadinky byl pak sto¢en (8000 G, 20 min.), pelet rozsuspendovan v 3x fedéném SAS a znovu
stoCen (8000 G, 20 min.). Pelet byl rozpustén v co mozna nejmensim objemu PBS, pteveden
do dialyza¢niho stfeva (16 mm, Serva) a 2x dialyzovan 24 hod. pti 4°C oproti &istému PBS.
Obsah dialyzaéniho stfeva pak byl stocen (8000 G, 20 min.) a supernatant pouzit jako vstupni
material pro naslednou chromatograficou purifikaci.

Anti CD71 protilatka (IgG2a, hybridom C2) i B1 protilatka (IgG1, hybridom B1) byla
purifikovana pomoci afinitni chromatografie na proteinu A (Affi-Prep Protein A Matrix, BIO-
RAD). Kolona méla parametry 125x10 mm a byla obsluhovana pomoci zafizeni pro
nizkotlakou kapalinovou chromatografii (Bio-Logic LP, BIO-RAD). Vzorek s protilatkou po
srazeni siranem amonnym a dialyze byl nafedén (alespoii 5x) ve vazebném pufru (BIO-RAD)
a vazebnym pufrem byla téz kalibrovana kolona (1,5 ml/min., 10 min.). Poté byl na kolonu
aplikovan vzorek s protilatkou (0,75 ml/min.). Po aplikaci vzorku byla kolona promyta

vazebnym pufrem (1,0 ml/min., 30min.). Navazany imunoglobulin byl eluovan (1,25 ml/min.,
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24 min.) pomoci eluéniho pufru (BIO-RAD). Kolona byla poté vZdy regenerovana pomoci
50% metanolu v destilované vodé a uskladnéna v PBS s 0,1% NaN3. Na obrazku II1. 4. 2. 1 a
III. 4. 2. 2 je ukazkovy chromatograf z purifikace anti-CD71, respektive B1 IgG.
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Obr. III. 4. 2. 1. Prubéh purifikace anti CD71 protilitky (IgG) pomoci afinitni chromatografie na proteinu A.
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Absorbance pfi 280 nm byla méfena pritokovym UV spektrofotometrem, ktery je souasti nizkotlakého

chromatografickiho systému Bio-Logic LP, na kterém byla separace provedena.
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Obr. I1L. 4. 2. 2. Prib&h purifikace B1 protilitky (IgG) pomoci afinitni chromatografie na proteinu A. Absorbance pFi
280 nm byla méFena priitokovym UV spektrofotometrem, ktery je sou¢asti nizkotlakého chromatografickaho systému

Bio-Logic LP, na kterém byla separace provedena.

Eluované IgG bylo sbirano po 2 ml do polypropylenovych zkumavek s 50 pul 2M TRISu. Z

ostatnich proteklych frakci bylo uchovano jen malé mnozZstvi pro kontrolni elektroforézu.

31



Eluované IgG bylo sbirano po 2 ml do polypropylenovych zkumavek s 50 pl 2M TRISu. Z
ostatnich proteklych frakci bylo uchovano jen malé mnozZstvi pro kontrolni elektroforézu.
Frakce obsahujici IgG byly slity, pfevedeny do dialyza¢niho stfeva (Serva) a dialyzovany 2x
po 24 hodinach oproti PBS s 0,1% NaNj. Po dialyze bylo IgG zahu$téno (membrana YMS50,
Amicon) na koncentraci 20-35 mg/ml. Purifikované a zahu$téné IgG bylo jednak pouZito pro
vazbu na HPMA fetézec s doxorubicinem a jednak mensi ¢ast byla uchovana ve volné formé

jako kontrola pro in vitro a v ptipadé B1 IgG na in vivo experimenty.

II1. 4. 3. Kontrola istoty protilatek

Cistota purifikovanych protilatek byla kontrolovana pomoci elektroforézy na 8%
polyakrylamidovém gelu v prosttedi dodecylsulfatu sodného (SDS-PAGE) jak za
neredukujicich, tak i za redukénich podminek. K elektroforéze bylo pouzivano zafizeni Mini-
Protean II (BIO-RAD). Cely gel mél rozméry 83 x 73 mm, pouZivany hieben vytvotil 10
jamek po 6 mm.

Mezi dvé skla (spacer 1 mm) byla nalita smés pro 8% polyakrylamidovy délici gel
(IIL. 1.) asi 2 cm pod okraj krat§iho skla a ptevrstvena 1 ml izopropanolu. Po 15 minutach byl
izopropanol vylit, gel proplachnut destilovanou vodou a peélivé osuSen (filtraéni papir). Na
délici gel byla nanesena smés pro zaostfovaci gel (III. 1.) a zasunut do ni hieben. Po 10
minutach byly skla s gelem umistény do elektroforetické vany a pielity TRIS-glicinovym
pufrem (III. 1.). Vzorky byly nafedény 1:2 v Laemli Sample Buffer (BIO-RAD) a povateny 5
minut. Pfi elektroforéze za redukénich podminek byl jesté pied povarenim k vzorkim pfidan
2-merkeptoetanol do vysledné koncentrace 5 %. Vzorky byly nanaSeny v mnoZzstvi 20
pl/jamka (2,5-20 pg proteinu/jamka). Jako hmotnostni standard byla pouZita pfedznaena
smés proteinti s velkym rozpétim molekulovych hmotnosti (Color Burst, Sigma) .

Migrace probihala za konstatniho proudu 25-30 mA a byla ukonfena, kdyz Celo
bromfenolové modfi bylo asi 24 mm pted koncem gelu. Po ukonceni migrace byl gel
umistén na 1-2 hodiny do barviciho roztoku (III. 1.). Poté byl gel 2-3 promyvan (3—6 hodin)
vzdy v Cerstvém odbarvovacim roztoku, nakonec ponechan pfes noc v destilované vodé¢ a
ususen pii laboratorni teploté v celofanu. Na obrazku III. 4. 3. 1. a IIL. 4. 3. 2. je kontrolni

elektroforéza z purifikace anti-CD71 (C2) a anti-idiotypové (B1) protilatky.
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Obr. I11. 4. 3. 1. Kontrolni elektroforéza z purifikace C2 a B1 protilitky. Déleni probihalo na 8% polyakrylamidovém
gelu za konstantniho proudu 25-30 mA. Gel byl barven pomoci Commassie Blue. Z leva do prava: purifikovana C2 —

20/10/2,5 pg/jamka, purifikovana B1 - 20/10/2,5 pg/jamka, hmotnostni standard (kDa)
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Obr. I11. 4. 3. 2. Kontrolni elektroforéza z purifikace C2 a B1 protilitky v redukujicich podminkach. Déleni probihalo
na 8% polyakrylamidovém gelu za konstantniho proudu 25-30 mA. Gel byl barven pomoci Commassie Blue. Z leva

do prava: purifikovana C2 - 20/10/2,5 ng/jamka, purifikovana B1 - 20/10/2,5 pg/jamka, hmotnostni standard (kDa)

III. 4. 4. Biotinylace volnych protilitek a protilaitek obsaZenych

v polymernich konjugatech

Anti-CD71 1 Bl protilatka byly biotinylovany pomoci sulfosuccinimidyl-6-
(biotinamido)hexanoatu (Pierce). Protilatka byla nafedéna na 2 mg/ml a dialyzovéna 2x 24
hodin oproti dialyzaénimu pufru (pH 8,1-8,2, III. 1.). Biotinylaéni reagens bylo rozpust€no v
destilované vodé¢ (1 mg/ml) a pfidano v mnozstvi 75 ul na kazdy 1 ml zdialyzované
protilatky. Reakce probihala 30 minut pti laboratorni teploté. Takto biotinylovana protilatka
byla dale pouzivana. Stanoveni molarniho poméru biotin/IgG zde nebylo provedeno, jelikoz

uvedeny postup vede k inkorporaci cca 2 molekul biotinu na 1 molekulu imunoglobulinu.
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protilatky. Reakce probihala 30 minut pfi laboratorni teploté. Takto biotinylovana protilatka
byla dale pouzivana. Stanoveni molarniho poméru biotin/IgG zde nebylo provedeno, jelikoz
uvedeny postup vede k inkorporaci cca 2 molekul biotinu na 1 molekulu imunoglobulinu.

Pro biotinylaci polymernich konjugati bylo pfidano 50 ul biotinylaéniho reagens na
na 1 mg protilatky obsazené v roztoku konjugéatu (Tab. III. 5. 3. 1.). Reakce probihala 30
minut pfi laboratorni teploté, pak byl roztok dialyzovan 1x 24 h proti PBS (pH=7,2-7,4).
Stanoveni molarniho poméru biotin/IgG zde nebylo provedeno, jelikoZ pfitomny doxorubicin

brani spektrofotometrické detekci.
II1. 5. PRIPRAVA HPMA KONJUGATU

Vsechny kojugaty pouZivané v prubéhu experimentii popisovanych v diplomové praci
byly ptipraveny Odd&lenim biolékatskych polymert v Ustavu makromolekulari chemie AV
CR.

Konjugaty byly syntetizovany z prekurzort, které vznikaji polymeraci monomerd.

II1. 5. 1. PFiprava monomernich derivati MA

HPMA [N-2-(hydroxypropyl)methakrylamid] byl pfipraven reakci
methakryloylchloridu (MA-Cl) s 1-aminopropan-2-olem (AP) v prostfedi s Na,COj :

cH’ OH

H% cl H¥u OH l H\)\
>——~< + \———< —_— H%)\/M o 1 HC
cH? Li

MA-CI AP HPMA

Methakryloylglycyl-D,L-fenylalanyl-L-leucylglycin-4-nitrofenylester (MA-
GlyPheLeuGly-O-Np) byl ptipraven v n€kolika krocich. Nejdfive byl reakci MA-Cl s glycyl-
DL-fenylalaninem pfipraven methakryloylglycyl-DL-fenylalanin (MA-GlyPhe-OH). Reakci
L-leucylglycinu s methanolem v prostfedi s thionylchloridem (SOCI,) byl soub&zné pfipraven

L-leucylglycinmethylester (LeuGly-O-Me). Reakci MA-GlyPhe-OH s LeuGly-O-Me v
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ptritomnosti N,N’-dicyklohexylkarbodiimidu (DCCI) byl ziskdn methakryloylglycyl-DL-
fenylalanyl-L-leucylglycinmethylester, ktery byl pomoci NaOH preveden na sodnou stl a
poté pomoci HCIl na karboxylovou kyselinu. Ta byla nakonec esterifikovana 4-nitrofenolem

pomoci DCCI na vysledny produkt MA-GlyPheLeuGly-O-Np:

MG CHy
H g ];( -
LT

MA-GlyPheLeuGly-O-Np

Methakryloylglycyl-DL-fenylalanyl-L-leucylglycin-doxorubicin (MA-GlyPheLeuGly-
Dox) byl ptipraven reakci MA-GlyPheLeuGly-O-Np s hydrochloridem doxorubicinu v N,N’-
dimethylformamidu (DMF) za ptitomnosti triethylaminu (TEA):

[} oH 0
HS
HOH’C ™
HO
X I
OH [¢] OcH?
W 0

/
cHd /rkw ji T’ HO g
N%/UT“H\ H LI/WILMH/\H/
HC [

MA-GlyPheLeuGly-Dox

I

II1. 5. 2. PFiprava polymernich prekurzoru

Polymerni prekurzor I byl pfipraven radikalovou kopolymerizaci HPMA s MA-
GlyPheLeuGly-O-Np (III. 5. 1.). Polymerizace byla provadéna v acetonu za iniciace 2,2’-
azobisisobutyronitrilem (AIBN) pti 60°C.
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Polymerni prekurzor II byl pfipraven radikalovou kopolymerizaci HPMA s MA-
GlyPheLeuGly-Dox (III. 5. 1.). Polymerizace byla provadéna v acetonu za iniciace
azoizobutyronitrilem (AIBN) pti 50°C v pfitomnosti 3-merkaptopropionové kyseliny, ktera
slouZila jako agens pro prenos feté¢zce. Koncova karboxylova skupina byla aktivovéana reakci

polymeru s N-hydroxysukcinimidem (H-O-Su) a DCCI1 v DMF :
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N L

PN ¥

Polymerni prekurzor II

II1. 5. 3. PFiprava HPMA Kkonjugatu
Pii ptipravé hvézdicovych konjugati byl polymerni prekurzor II rozpustén

v destilované vodé a smichan s roztokem smérujici protilatky v PBS (pH 7,3-7,8). Vazba

probihala pfi 5°C pies noc.
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Po ukonCeni syntézy vSech vzorki byly zbyvajici nitrofenylesterové skupiny

odstranény reakci s AP.

Y Obsah
Cislo Obsah protilatky
Struktura Mw 1é¢iva
vzorku (hmot. %)
(hmeot. %)
0 GlyPheLeuGly-Dox
25.000 51 0
1 pa GlyPheLeuGly-Dox
1.000.000 |3,8 31,6
GlyPheLeuGly-C2 mAb
2 - GlyPheLeuGly-Dox
755.000 3 44
GlyPheLeuGly-B1 mAb

Tab. I1I. 5. 3. 1.: Charakteristika polymernich konjugatu.

P - HPMA (klasicka struktura)
P* - HPMA (hvézdicova struktura)

Dox- doxorubicin
B1 mAb - IgG1 monoklonalni protilatka proti idiotypu IgM mysi BCL1 leukémie.

C2 mAb - IgG2a monoklonalni protilatka proti CD71 receptoru

Mnozstvi doxorubicinu bylo uréeno spektrofotometricky (€ =11500 L.mol.cm™, A= 488
nm), mnozstvi protilatky bylo stanoveno za pouZiti aminokyselinové analyzy (LDC

Analytical, USA).

II1. 6. PRUTOKOVA CYTOFLUOROMETRIE

Priitokovou cytofluorometrii 1ze vyuZit pro charakterizaci riznych bunéénych typi
v heterogenni populaci a pro zjisténi relativni velikosti a granularity bun€k. Metoda je
pouzivana pfevazné k meéfeni fluorescencné znaCenych protilatek nebo ligandl, které se

specificky vazi s receptorem na cilovych buiikach.
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IIIL. 6. 1. Stanoveni vazebné aktivity volnych smérujicich struktur a
smérovanych polymernich konjugiati s doxorubicinem na cilové

bunky

Byla testovana vazba biotinylované B1 protilatky, biotinylované C2 protilatky a
biotinylovaného smérovaného doxorubicinového HPMA konjugatu (III. 4. 3. 4.), obsahujiciho
jednak B1 protilatku a jednak C2 protilatku, na BCL1 buriky.

Jako zdroj BCL1 bunék byla bréna slezina Balb/c mysi v terminélni fazi onemocnéni.
Slezina byla zhomogenizovana v tkanovém médiu, stocena (800 G, 5 min.) a bunky
resuspendovany v lyza¢nim roztoku. Po 3 minutich inkubace za laboratorni teploty byly
buriky sto¢eny (800 G, 5 min.) a rozsuspendovany v PBS. Cely proces (to€eni, lyza¢ni roztok,
toceni) byl je$t€¢ dvakrat zopakovan (tim dojde k dokonalému odstranéni retikulocytll) a
nakonec byly buriky rozsuspendovany v roztoku na FACS. Buiiky byly 3x promyty roztokem
na FACS a spotitany. Do polypropylenovych zkumavek bylo napipetovano 10° bunék ve 100
pl roztoku na FACS a bylo k nim pfidano 100 pl roztoku streptavidinu konjugovaného s FITC
(1 pg/ml). Po 20 minutiach inkubace pii 0°C byly buiiky opét 3x promyty a nakonec
resuspendovany v 0,5 ml roztoku na FACS. Bezprostfedné ptfed analyzou na priitokovém
cytofluorometru (FACSort Becton Dickinson, argonovy laser - 488 nm) bylo k buitkdm
ptidano 10 pl propidium jodidu (1 pg/ml). Do analyzy (10 000 bun€k) nebyly zahrnuty mrtvé
buniky vykazujici vysokou flourescenci vkandlu 3 (propidium jodid). Byla sledovana
fluorescence bun€k v kanalu 1 (FL1). Jako kontrola pro nastaveni parametri pfistroje byly

pouZity zcela Cisté buriky a buiiky inkubované se streptavidinem konjugovanym s FITC.

III. 6. 2. Stanoveni BCL1 bunécné populace

Splenocyty ziskané z Balb/c mysi v uréenych dnech po inokulaci BCL1 leukémie,
byly zcentrifugovany (800 G, 5 min.) a resuspendovany v lyza¢nim roztoku. Po 5 minutach
inkubace za laboratorni teploty byly buriky opétovné zcentrifugovany. Cely proces (inkubace
v lyzaénim roztoku a centrifugace) byl zopakovan tolikrat, az do$lo k dokonalému odstranéni
erytrocytd. Buiiky byly 3x promyty roztokem na FACS a spoditany. Do polypropylenovych
zkumavek bylo napipetovano 10° bunék ve 10 pl roztoku na FACS, a bylo k nim ptidano 50
ul biotinylované B1 protilatky (20x fedéno, 2 pg/ml). Po 20 minutich inkubace pfi 0°C byly
buriky opét 3x promyty a bylo pfidano 100 pl roztoku streptavidinu konjugovaného s FITC
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(200x tedéno, SIGMA) a 100 pl konjugatu anti-CD71 protilatky s PE (100x fedéno,
Pharmingen). Po 20 minutach inkubace pfi 0 °C byly builky znovu 3x promyty a nakonec
resuspendovany v 0,1 ml roztoku na FACS. Bezprostiedné¢ ptfed analyzou na pritokovém
cytofluorometru (BD FACS Vantage, argonovy laser - 488 nm) bylo k buiikdm ptidano 10 ul
propidium jodidu (1 pg/ml). Do analyzy (10 000 bun€k) nebyly zahrnuty mrtvé buiiky
vykazujici vysokou flourescenci v kandlu 3 (propidium jodid). Byla sledovana fluorescence
bunék v kanalu 1 (FL1). Jako kontrola pro nastaveni parametri ptfistroje byly pouzity zcela
Cisté buriky a €isté buiiky inkubované se streptavidinem konjugovanym s FITC.

Periferni krevni lymfocyty byly podobné jako splenocyty ziskany z Balb/c mysi v
urené dny po aplikaci BCL1 bunék. Krev byla odebrana z arteria jugularis do heparinu. Dalsi
postup se jiz shoduje s postupem u splenocytu.

IIL 7. IZOLACE SPLENOCYTU

Slezina, steriln€ odebrana do 5 ml kultivaéniho média z mysi usmrcené cervikalni
dislokaci, byla zhomogenizovana ve sklenéném homogenizatoru. Ziskand buné€€na suspenze
byla zcentrifugovana (800 G, 5 min) a 2x promyta 3 ml Cerstvého média. Po resuspendaci
bun€k v 5 ml média byla zji§téna jejich koncentrace tak, ze splenocyty byly nafedény 1:40

v Tiirkove roztoku, ktery lyzuje erytrocyty a spo€itany v Biirkerové komiirce.

II1. 8. STANOVENI IC5s, VYBRANYCH BUNECNYCH LINII

BCL1 buiiky byly kultivovany v 96jamkové mikrotitracni desticce (III. 8. 1) za
ptritomnosti volného doxorubicinu (v koncentraci 0.4, 0.128, 0.04, ..., 0.000128 pg/ml), PK1
(40, 12.8,4 ..., 0.0128 pg/ml), smérovaného hvézdicového konjugatu Bl mAb-HPMA-Dox
(40,12.8,4 ...,0.0128 pg/ml) a C2 mAb-HPMA-Dox (40, 12.8,4 ..., 0.0128 pg/ml). Po 72
hodinach kultivace byla zméfena mira proliferace bunék (III. 7.). ICsy byla stanovena jako
koncentrace konjugatu, pfi které buiiky vykazuji polovi¢ni miru proliferace oproti kontrolnim

burikam.
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IIL 8. 1. Proliferaéni test in vitro pomoci *H-thymidinu

Cerstvé narostla kultura bunék BCLI byla stoena (800 G, 5min.), buiky byly
spoditany a rozsuspendovany v &erstvém médiu (III. 1.) na hustotu 5x10* bungk/ml. Na
96jamkovou mikrotitracni desticku (Nunc) bylo pfeneseno 100 pl/jamka této suspenze bunék,
100 pl/jamka kultivaéniho media a 50 pl/jamka testovaného vzorku v kultivaénim médiu. K
burikdm kontroly bylo pfipipetovano &isté kultivaéni medium ve stejném objemu (50
pl/jamka). V kazdé jamce bylo 250 pul média. Celd prace byla provadéna za sterilnich
podminek v laminarnim boxu (Hereaus). Poté byla desti¢ka umisténa do kultiva¢niho boxu a
buriky inkubovany 72 hodin. Na takto oSetfenych burikach byla pak testovana prolifera¢ni
aktivita bun&k, a to metodou inkorporace *H-tymidinu (IIL. 8. 2.).

III. 8. 2. Metoda inkorporace *H-thymidinu

K burikdm na 96 jamkové mikrotitraéni desti¢ce po 72 hodinach inkubace (IIL. 6.) bylo
pfipipetovano 50ul roztoku 3H-tymidinu (20 kBq, Lacomed). Desticka byla dale 6 hodin
inkubovana za stejnych podminek. Poté byly buiikky z celé destiCky harvestovany pies
membranu se sklenénymi vlakny (Wallac) na harvestovacim pfistroji (Tomtec). Membrana
byla usuSena v digestofi za laboratorni teploty. Poté byla zasunuta s destiCkou tuhého
scintilatoru Melti-Lex A (Wallac) do foliové kapsy a na zatavovacim pfistroji (Wallac) byl
tuhy scintilator protaven skrz membranu. Membrana s protavenym scintilatorem byla
zasunuta do plastikové kazety, kterd ma jamky piesné odpovidajici 96 jamkové mikrotitraéni
desti¢ce. Méfeni aktivity odpovidajici jednotlivym jamkam probihalo na pfistroji Micro-Beta
(Wallac). Primér aktivit odpovidajici jamkam kontroly byl pro danou desticku bran jako

100% prolifera¢ni aktivity.

II1. 9. HISTOLOGICKA ANALYZA SLEZINY, JATER A PLIC

K vizualizaci stavu organismu jsme pouZili histologické fezy, jelikoz v ptipadé¢ BCL1
leukémie dochazi i kinfiltraci n€kterych organi malignimi BCL1 pozitivnimi buiikami,
zvlast€ od urcité doby (po prob&hnuti tzv. blastického zvratu). Jednd se o plice, jatra a

predevsim o slezinu, ktera je typicka masivni splenomegalii.
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III. 9. 1. Odbér a fixace organiu

Organy byly odebrany ve stanovenych dnech my$im usmrcenym cervikalni dislokaci a
pomoci skalpelu rozd€leny na dvé €asti, s vyjimkou plic, kde byly odebrany jednotlivé plice.
Jedna ¢ast byla zmraZena tekutym dusikem a uskladnéna pfi — 20°C, druha ¢ast byla vlozZena
do 5% vodného roztoku formaldehydu (objem roztoku byl 10-50nasobkem objemu organu)

a uchovavana pii laboratorni teploté.

II1. 9. 2. Priprava parafinovych Fezi

Organy uchovavané v 5% formaldehydu byly 4 hodiny vypirany pod tekouci vodou a
odvodnény ethanol-acetonovou fadou (ethanol 75%- 1 h, 96%- 12 h, 100%- 1 h, aceton- 1,5
h, isopropanol- 2x 1 h). Pfed zalitim tkané€ do parafinu (Histoplast Serva, 2x 24 h) byly vzorky
projastiovany 2x 15 min. v toluenu a 30 min. ve smési toluenu a histoplastu (1:1). Z tkani byly

pfipraveny fezy (d = 4-5 pm), které byly nataZeny na podlozni sklicka.

III. 9. 3. PFiprava zmrazenych Fezi

Organy odebrané do tekutého dusiku (III. 8. 1.) byly nakrajeny na kryostatu (d = 5-6
pum) a uchovavény pii —20°C. Pied pouZitim byly suSeny po 30 min. pfi laboratorni teploté a 5

min. extrahovany v acetonové lazni (4°C).

III. 9. 4. Histologické barveni hematoxylinem a eozinem

Parafinové fezy (IIL. 9. 2.) byly nalepeny na podlozni sklicka pomoci vaje€ného bilku
a zavodnény v xylenové (2x 30 min.) a ethanolové 1azni (2x 30 min.). Vzorky byly nasledné
2-4 min barveny v Harrisové hematoxylinu a poté diferenciovany 10 s v 1% roztoku HCI v
ethanolu. Po 10 min. promyvani ez pod tekouci vodou byly vloZeny do eozinové lazné
(3 min.) aodvodnény ethanol-xylenovou fadou. Rezy byly zamontovany do kanadského

balzamu.
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II1. 9. 5. Imunohistochemicky prukaz idiotypu IgM BCL1 leukémie

Parafinové fezy (III. 9. 2.) byly nafixovany na podlozni sklicka pomoci chromové
Zelatiny a zavodnény v xylenové (2x 30 min) a ethanolové lazni (2x 30 min). Preparaty pak
byly ponofeny do citratového pufru a vyvateny v tlakovém hrnci (6 min.). Nasledovala 5 min
inkubace s 3% H;0,, ¢imz byla zablokovana endogenni peroxiddza. Buiiky byly
permeabilizovany 2x S min. roztokem PBT a nespecificky blokovany 20 min kofiskym sérem
ze soupravy Vectastain Elite. Déale byl po dobu 15 min blokovan endogenni biotin roztokem
avidinu a nasledné biotinu (Vector). Endogenni imunoglobuliny byly blokovéany ¢inidlem ze
soupravy M.O.M. kit (Vector) a fezy byly promyty rozpoustedlem z uvedené soupravy. Dale
byly fezy inkubovany ptfes noc pti 4°C s mys$i Bl protilatkou (1: 20, IIL. 3.). Poté byla na
preparaty aplikovana biotinylovana sekundarni protilatka (30 min.) a ABC-Elite komplex
(avidin-biotin-kienova peroxidaza, 30 min.). Preparaty byly vyvolany Grahamovym ¢inidlem
(roztok diaminobenzidinu; 0,5 mg/ml s 0,01% H>0,) za optické kontroly pod mikroskopem a
dobarveny Harrisovym hematoxylinem (III. 9. 4.), odvodnény a montovany do kanadského
balzdmu. Mezi jednotlivymi kroky byly preparaty oplachovany PBS ve vlhké komote pfi

laboratorni teploté.
II1. 10. ELISA
II1. 10. 1. PFiprava séra

Sérum bylo pfipraveno z periferni krve odebrané mysSim z ocasni Zily. 5 pl krve bylo
pfidana do 195 pul PBS, zcentrifugovana (800 G, 5 min) a bylo odsato 175 ml supernatantu,

ktery byl zamraZen. Takto pfipravené sérum bylo uschovano pti —20°C.
III. 10. 2. Detekce idiotypu IgM BCL1 leukémie

Polypropylenové desti¢ky (E.I.A./R.I.A Corning Costar) byly opracovany 12 hodin pfi
4°C ptipravenym myS$im sérem (50 pl/jamka, III. 9.) fedénym v PBT. Desticky byly promyty
3x 200 pl PBT, stejné jako po kazdé nasledujici inkubaci. Povrch jamek byl blokovan 200 pl
1% roztoku Zelatiny v PBT 2 hodiny pfi laboratorni teploté. Dale bylo pfidano 50 pl
biotinylované B1 protilétky v fedicim pufru (2 mg/ml, 100x fedéno). Po dvouhodinové
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inkubaci pfi laboratorni teplot¢ bylo do jamek pifiddno 50 pl avidinu konjugovaného
s kfenovou peroxidazou (Extravidin-Px, 5000x tedéno, Sigma). Po hodinové inkubaci za
laboratornich podminek bylo do jamek pfiddno 50 pl peroxiddzového substratu obsahujiciho
3,3',5,5'-tetramethylbenzidin (TMB, Sigma). Reakce byla ukoncena v okamziku zabarveni
50 ul 2 M H;SO4. Absorbance byla zméfena pifi vinové délce 450 nm na ELISA readru
(Rainbow Thermo, Tecan). VSechny vzorky byly analyzovany v tetrapletech. Jako kontrola
bylo pouzité sérum z my$i v termindlnim staddiu BCL1 leukémie a sérum z naivnich Balb/c

mysi.

II1. 11. APLIKACE KONJUGATU A PROTILATEK

Vzorky byly podavany intravendzné, s vyjimkou Bl protilatky, kterd byla podavéana jak
intraven6zné, tak intraperitonealné. Vzorky byly aplikovany ve fyziologickém roztoku

(IIL. 1.) pomoci injekéni st¥ikacky do ocasni Zily.

III. 12. ZJISTENI MIRY PROGRESE BCL1 LEUKEMIE
V BEZMIKROBNICH PODMINKACH

Experimentalni my$i byly chovany v konvenénich a bezmikrobnich podminkach, tj. v
izolatorech. Po inokulaci BCL1 leukemickych bun¢k (III. 2. 4.) byly mySi obou skupin
pravideln¢ vaZeny, byla jim odebirdna krev k ptipravé séra (III. 10. 1.), vnémzZ bylo
detekovano mnozstvi IgM idiotypu BCL1 leukémie (III. 10. 2.) ke srovnani obou skupin. Byl

zaznamenavan uhyn v obou skupinach experimentalnich mysi.

II1. 13. KOMBINOVANA TERAPIE BCL1 LEUKEMIE

Mys$im byly inokulovany BCL1 leukemické builkky. Experiment probihal podle

nasledujiciho schématu:
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Dny Kombino'vané Kontrola 3 Kontrola 2 Kontrola 1
terapie
Vzorek 1, Vzorek 1,
20. den 7,5 mg Dox/kg 7,5 mg Dox/kg PBS, 300 pl PBS, 300 pl
300 pl 300 pl
Vzorek 1, Vzorek 1,
22. den 7,5 mg Dox/’kg | 7,5 mg Dox/kg PBS, 300 pl PBS, 300 pl
300 pl 300 pl
24. den 0,4 mg Bl mAb, | 0,4 mg Bl mAb, | 0,4 mg Bl mAb, | 0,4 mg Bl mAb,
200 pl 200 pl 200 pl 200 pl
Vzorek 2 Vzorek 2
25. den 7,5 mg Dox/kg PBS, 400 pl 7,5 mg Dox/kg PBS, 400 pl
400 pul 400 pl
Vzorek 2 Vzorek 2
27. den 7,5 mg Dox/kg PBS, 400 pl 7,5 mg Dox/kg PBS, 400 pl
400 pl 400 pl
Tab. IIL 13. 1.: Schéma pokusu kombinované terapie
Vzorek1  anti - CD71-HPMA-DOX hvézdicovy konjugat, obsahuje C2 protilatku (IgG2a)
Vzorek2  B1-HPMA-DOX hvézdicovy konjugat, obsahuje B1 protilatku (IgG1)

Oba vzorky konjugatt i PBS bylo podavano intravenézn€, volnd B1 protilatka

intraperitonealné. Vechny skupiny experimentalnich mysi byly pravidelné vazeny.

III. 14. IDIOTYP IGM BCL1 LEUKEMIE

Idiotyp IgM se jevi nejen jako vyborna smérujici struktura, ale také jako vyznamna

komplikace mozZné 1é¢by. Je proto potieba znat jeho chovani v experimentélnim organismu.
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II1. 14. 1. Sérum Balb/c mySi v termindlnim stadiu BCL1 leukémie

Sérum bylo pfipraveno z periferni krve odebrané mys$im Balb/c v termindlnim stadiu
BCLI1 leukémie. SraZenina krevniho kolace, ktera vznikla po 4 hodinach stani pfi laboratorni
teplot¢ (nebo pfes noc pfi 4°C), byla pomoci sklenéné tyCinky jemné uvolnéna od stén
zkumavky, ve které byla krev uskladnéna. Suspenze krevnich elementi a séra byla odtazena

pipetou a zcentrifugovana (2700 G, 10 min). Sérum bylo uschovano pii —20°C.

III. 14. 2. Kinetika idiotypu IgM BCL1 leukémie

Balb/c my$im bylo intraven6zné€ aplikovano 0,5 ml séra z mysi v terminalnim stadiu
BCL1 leukémie (III. 14. 1.). Mysim byla odebirdna ve zvolenych intervalech krev a
pfipraveno sérum (III. 10. 1.), které bylo poté analyzovdno ELISA metodou na pfitomnost

IgM idiotypu BCL1 leukémie (III. 10. 2.).

III. 14. 3. Odbourani idiotypu IgM BCL1 leukémie pomoci Bl
protilatky

Pokus byl proveden obdobnég, jako popisuje piedesla metodika (III. 13. 2.) s tim

rozdilem, Ze 1 hodinu po aplikaci séra (III. 13. 1.) byl kazdé mysi intraperitonealné podan 1

mg B1 protilatky.
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IV. EXPERIMENTALNI CAST



IV. EXPERIMENTALNI CAST

IV. 1. PROGRESE BCL1 LEUKEMIE

Nejprve bylo tfeba stanovit, jaky je celkovy stav myS$iho organismu po podani BCL1
leukemickych bun¢k.

Mysi BCL1 leukémie je spontdnni B-bunéénou leukémii odvozenou z mysiho
inbredniho kmene Balb/c (H-2%). V syngennim ptijemci nevytvéti solidni nadory, ale masivné
osidluje peritoneum a dochazi k mnohonasobnému zvétSeni sleziny — splenomegalii. Buriky
této linie exprimuji membranovou formu IgM, ale IgM sekretuji pouze in vitro po podani
LPS, in vivo jen v minimdlnich mnozstvich. Idiotyp IgM se ovSem v krvi objevuje,
pravdépodobné jako disledek rozpadajicich se BCL1 bun€k a jako odvrZzené receptorové
molekuly. Pravé idiotyp tohoto IgM byl vybran jako cilova struktura pro smérovani. Jedna se
o striktné specificky nadorovy antigen. Jako smeérujici struktura byla pouzita mysSi
monoklonalni protilatka IgG1 izotypu (B1 monoklonalni protilatka), ktera rozeznava idiotyp
membranového IgM na BCL1 buiikkdch. Tato nadorovd bunéfna linie téZ exprimuje

transferrinovy receptor (CD71).
Na Obr. IV.1.1 je vidét postupny rist hmotnosti my$i po inokulaci BCL1 leukémie.
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Obr. VI. 1.1.: Riist hmotnosti u samic Balb/c mysi po intraperitonealni aplikaci 5x10° bunék BCL1. Buiiky byly
aplikovany v 250 pl tkafiového 1 média (I1I. 1.).
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IV. 1. 1. Histologicka analyza sleziny, jater a plic Balb/c myS$i

s inokulovanou BCL1 leukémii

Jako jedna z metod pro charakterizaci stavu modelového organismu bylo zvoleno
jednak histologické barveni hematoxilinem a eozinem, jednak imunohistochemicka detekce
BCL1 bun€k pomoci biotinylované Bl protilaitky a vizualizace konjugatem kfenové
peroxidasy s avidinem. My$im bylo inokulovano 5x10° BCL1 bunék a za uéelem odb&ru
vzorki byly usmrceny 11. a 24. den. Vzorky byly neprodlené zmraZeny v tekutém N, a
vzorky byly dale uchovény pfi teplot¢ —70°C. Na Obr. IV.1.1.1. jsou zobrazené fotografie
imunohistochemické analyzy BCLI1 pozitivnich bun€k 24. den po inokulaci v jatrech (A),
plicich (B) a sleziné (C). Hnédé zabarveni signalizuje expresi idiotypu IgM BCL1 leukémie.
VSechny tyto orgény vykazuji pozitivitu, at’ uz se jedna o ojedin€lé buriky s membranovou
expresi epitopu s B1 protilatkou v sinusech jaterni tkan€ (A), disperzni jednotlivé B1 pozitivni
mononukleéry v plicnich septech a kapilarach (B) nebo masivni B1 pozitivni folikuly sleziny

s ojedinélymi pozitivnimi butikami uvnitt folikulu a v ¢ervené pulpé (C).
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Obr. VI. 1.1.1.: Imunohistochemie orgidnu mysi s BCL1 leukémii 24. den po inokulaci, A — jatra, B — plice, C — slezina.

Balb/c samicim bylo injikovdno 5x10° BCL1 bunik i.p. a 24. den po inokulaci byly t¢i my$i usmrceny a odebrany
vzorky jater, plic a sleziny do tekutého N,. Vizualizovino pomoci biotinylované protilitky B1 a avidin-HRP
konjugatu (tmavé hnédé zabarveni).

Naproti tomu, na obr. IV. 1. 1. 2. je moZné porovnavat s s vysledky z 11. dne po
inokulaci leukemickych buné€k, kde naopak Zadné B1 pozitivni elementy nelze najit, at’ uz se
jedna o jaterni tkan (A), plicni tkai (B) nebo slezinu (C). Tyto vysledky jsou pln€ ve shodé
s vzorky z kontrolnich zvifat, kterym nebyly inokulovany BCL1 leukemické buriky.
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Obr. VI. 1.1.2.: Imunohistochemie organu mysi s BCL1 leukémii 11. den po inokulaci, A — jatra, B — plice, C — slezina.

Balb/c samicim bylo injikovano 5x10° BCL1 bunik i.p. a 11. den po inokulaci byly i my3i usmrceny a odebrany
vzorky jater, plic a sleziny do tekutého N,. Vizualizovidno pomoci biotinylované protilitky Bl a avidin-HRP
konjugitu (tmavé hnédé zabarveni).

IV. 1. 2. Stanoveni BCL1 bunééné populace pomoci pritokové

cytofluorometrie

K detekci obou cilovych struktur vyskytujicich se na povrchu BCL1 bunéfné
populace, které jsme se rozhodli vyuZit k smérovani nami zvolenych doxorubicinovych
konjugétti, jsme zvolili pritokovou cytofluorometrii bun€k z periferni krve a splenocyti

izolovanych homogenizaci sleziny. Vzorky byly odebrany 11., 15., 17. a 24. den po inokulaci.
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Obr. VI. 1.2.1.: Exprese CD 71 na BCL1 pozitivnich buiikach v periferni krvi — A - 11. den, B — 15. den, C - 17. den, D
- 24. den, osa X - biotinylovana B1 - STP-FITC, osa Y — konjugat anti-CD71-PE.
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Obr. VI. 1.2.2.: Exprese CD 71 na BCL1 pozitivnich buiikich ve sleziné- A - 11. den, B — 15. den, C - 17. den, D - 24.
den, , osa X — biotinylovana B1 - STP-FITC, osa Y — konjugat anti-CD71-PE.

Obr. VI. 1. 2. 1. a obr. VI. 1. 2. 2. ukazuji, Ze dochazi k postupnému a
pozvolnému naristu BCL1 pozitivnich bun€k, a to jak ve slezin€, tak v periferni krvi.
K markantnimu naristu BCL1 pozitivni populace dochazi okolo 24. dne nebo jen té€sné€ pied
nim. Jak vychazi z charakteru nemoci, ve slezin¢ bylo detekovatelné vyssi mnozstvi BCL1
bun€k nez v periferni krvi, a to po celou dobu experimentu.

Exprese CD71 (transferrinovy receptor) povrchového markeru je v periferni krvi
pozvolna vzrustajici, stale ale pomérné slaba. Do pfiblizné 18. dne se jedna predev§im o
buiikky nenadorového charakteru, které jsou nositeli CD71. Okolo 24. dne dochézi

k vyraznému piesunu CD71 pozitivnich bun€k od nenddorového k naddorovému charakteru.
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Ve slezin¢ dochézi k podobnému jevu jako v periferni krvi. Hladina CD71 pozitivnich
bunék je oviem na zacatku pomémé vyssi nez v periferii. Okolo 24. dne je zéroveii patrné

silné zvySeni exprese CD71 na n€kterych BCL1 pozitivnich burikach.

IV. 1. 3. Detekce idiotypu IgM BCL1 leukémie

Diky skutecnosti, Zze se idiotyp IgM BCLI1 leukémie objevuje v krvi, je striktné
specificky a koreluje s rozvojem onemocnéni, vyuZili jsme tento parametr a porovnali hladiny

tohoto imunoglobulinu v séru pozorovanych mysi.
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Obr. 1V.1.3.1.: Hladiny idiotypu IgM BCL1 leukémie v Balb/c my$i, my$im bylo inokulovano 5x10° bunék BCL1,
sérum Fedéno 40x, testovino ELISA metodou pomoci biotinylované B1 protilitky a konjugitu avidin-HRP.

Zpocatku se hladiny idiotypu IgM pohybuji jen minimaln€ nad hladinou kontrolnich

mysi bez inokulovanych BCL1 bunék. Vyrazné zvySeni je moZné pozorovat az okolo 24. dne.

IV. 2. IN VITRO PROLIFERACNI TESTY

Jako jeden z parametrd vypovidajicich o terapeutické Wucinnosti byla stanovena
cytotoxicka aktivita hvézdicového polymerniho doxorubicinového konjugatu smérovaného
jednak C2 protilatkou (Vzorek 1) a jednak Bl protilatkou (Vzorek 2) v porovnéni s
polymernim (nesmérovanym) doxorubicinovym konjugatem (PK1) a doxorubicinem volnym.
Samotna Bl protilatka nevykazuje Zadnou vlastni cytotoxicitu, naproti tomu volna C2
protilatka je mirné€ cytotoxicka s ICsy 5,65 pg/ml.

Vsechny experimenty byly provedeny alespoii dvakrat s podobnymi vysledky.
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Struktura Id. ICso (nM Dox)

Dox. HCI Dox 1,7

P-GFLG-Dox PK1 1397

GlyPheLeuGly-Dox
P/

Vzorek 1 371
GlyPheLeuGly-C2 mAb

GlyPheLeuGly-Dox
p* / y y

AN Vzorek 2 12,6
GlyPheLeuGly-B1 mAb

P Klasicky konjugat HPMA
p* Hvézdicovy konjugat HPMA

Konjugat smérovany C2 protilatkou (Vzorek 1) se jevi jako vyrazn€ méné cytotoxicky
nez konjugat s B1 protilatkou (Vzorek 2), a to pfiblizné€ az tficetkrat. C2 smérovany konjugat
stale vykazuje ur€itou specificitu, jelikoz je priblizné Ctyfikrat vice cytotoxicky nez

nesmérovany doxorubicinovy konjugat (PK1).

IV. 3. STANOVENI VAZEBNE AKTIVITY POMOCI PRUTOKOVE
CYTOMETRIE

Jako dalsi ovéfeni uéinnosti pouzitych 1é¢iv jsme provedli stanoveni vazebné aktivity

volnych protilatek a protilatek konjugovanych v HPMA polymerech na povrch BCL1 bunék.

IV. 3. 1. Monoklonailni protilatky B1 a anti-CD71 (C2)

Volna B1 monoklonalni protilatka byla testovana v biotinylované formé (III. 3. 4.) z
hlediska schopnosti vazby na BCL1 leukemické buiiky. Na obr. IV. 3. 1. 1. A-D je vidét, ze
biotinylovana B1 protilatka se na cilové buiiky vaze dobte. Tato protilatka se na jiné idiotypy

IgM nevaze.
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Biot. B1 — STP-FITC

Obr. IV.3.1.1. : Vazba biotinylované protilitky B1 : A — 100 pg/ml, B — 10 pg/ml , C — 1 pg/ml, D - srovnani viech
koncentraci protilatky proti negativni kontrole, jako sekundarni zna¢eni byl pouzit STP-FITC.

Anti-CD71 protilatka (C2) byla testovana obdobnym zptisobem jako B1 protilatka, a
taktéZ na BCL1 buiikkdch. Tato protilaitka se vaZze také dobfe (obr. IV. 3. 1. 2. A-D),

v porovnani s B1 protilatkou je zde ale patrny mirny pokles vazebné aktivity.
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Biot. B1 — STP-FITC

Obr. IV.3.1.2. : Vazba biotinylované protilitky anti - CD71 (fervena — protilatka, modra — negativni kontrola): A —
100 pg/ml, B — 10 pg/ml , C — 1 pug/ml, D — srovnéni viech koncentraci protilitky, jako sekundarni znaceni byl pouZit
STP-FITC.

IV. 3. 2. Hvézdicové smérované doxorubicinové konjugaty

B1 protilatka byla pouZita jako smérujici struktura pro piipravu hvézdicového

polymerniho smérovaného doxorubicinového konjugatu (Vzorek 2). Vazba tohoto
polymerniho konjugitu smérovaného B1 protilatkou na cilové builky je oproti volné Bl

protilatce ¢aste€né snizena (Obr. IV. 3. 2. 1. A-D).
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Biot. B1 - STP-FITC

Obr. IV.3.2.1.: Vazba biotinylovaného hvézdicového konjugitu smérovaného B1 protilatkou: A — 100 pg/ml, B — 10
pg/ml, C — 1 ug/ml, D — srovnéni viech koncentraci protilatky proti negativni kontrole, jako sekundarni znaceni byl
pouzit STP-FITC.

Jako smeérujici struktura pro pfipravu hvézdicového polymerniho smérovaného
doxorubicinového konjugatu (Vzorek 1) byla pouzita protilatka anti-CD 71 (C2). Jak je
mozné vidét z obr. IV. 3. 2. 2. A-D, vazba na cilové buiiky byla v pfipad¢ tohoto konjugatu
snizena aZz do té miry, Ze se konjugat vaze pouze pfi vys$Sich koncentracich obsazené

protilatky.
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Obr. 1V.3.2.2.: Vazba biotinylované protilatky anti-CD71 (fervena — protilitka, modra — negativni kontrola): A — 100
pug/ml, B - 10 pg/ml, C — 1 pg/ml, D — srovnani v§ech koncentraci protilitky proti negativni kontrole, jako sekunddrni
znadeni byl pouZit STP-FITC.
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IV. 4. KINETIKA IDIOTYPU IGM BCL1 LEUKEMIE V PERIFERNI KRVI

Jak uz bylo vyse zminéno, BCL1 leukémie obecné idiotyp IgM nesekretuje, tyto
imunoglobuliny se pfesto v krvi objevuji (IV. 1.). Toto IgM muize kompetovat s vazbou Bl
smérovaného konjugitu, nebo alesponi cCaste€n€¢ zhorSovat jeho fungovani. Protoze
predpokladame velké zvySeni idiotypu IgM v krvi po aplikaci prvni ¢asti 1é€by konjugatem
(Vzorek 1), je dilezité zjistit, jak rychle lze ptedpokladat, ze se mnozstvi IgM idiotypu vrati
do ptivodni hladiny.

Obr. IV. 4.1 ukazuje, Ze puvodni hladiny IgM idiotypu je dosaZeno zhruba po 5. dni.

o —e—Pred
0.9 odbérem
0.8 ——po 1h
0,7 po 5h
0,6

§ 05 —%—po 24h
< ,
0.4 —¥—po 48h
0,3
0,2 —e—po 4d
0.1 —+—po 6d
0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 ——po 8d
Redéni séra

Obr. IV.4.1.: Sledovéni eliminace idiotypu IgM BCL1 leukémie pfirozené. Balb/c samicim bylo injikovano i.v. 500 pl
séra z myS$i v termindlnim stddiu BCL1 leukémie, odebrino sérum v stanovenych intervalech, Fedéno 40x, testovano

ELISA metodou pomoci biotinylované B1 protilatky a konjugatu avidin-HRP.

IV.5. OBOURANI IDIOTYPU IGM BCL1 LEUKEMIE POMOCI B1
PROTILATKY

Z divodu velmi pomalého prirozeného odstrafiovani IgM idiotypu zob&hu jsme
aplikovali 1 mg/my$ volné B1 protilatky intraperitonealn€, s umyslem tak cely jev urychlit.
Uvoliiovani Bl protilatky z peritonea by mélo zajistit pomalej$i uvoliiovani do obéhu a
zabranit tvorbé komplexti typu protilatka-protilatka, které by mohly vést k uhynu

experimentalnich zvifat.
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IgM idiotyp z krve byl odbouran béhem méné nez 24 hodin. Nebylo pozorovano zZadné

zhorSeni stavu mysi, ani nedo$lo k Zddnému Ghynu v experimentalni skupiné.

|| —&— Pred
podanim

—&—po 1h/podani
B1 mAb

po 1h

—>—po 5h

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Redéni séra

Obr. IV.5.1.: Sledovani eliminace idiotypu IgM BCL1 leukémie pomoci Bl mAb (1 mg/my$). Balb/c samicim bylo
injikovano i.v. 500 pl séra z mys$i v termindlnim stadiu BCL1 leukémie, podan 1 mg/my$ B1 protilitky i.p 1 hodinu po
podani séra, ve stanovenych &asovych intervalech odebrano sérum, 40x Fedéno, testovino ELISA metodou pomoci

biotinylované B1 protilatky a konjugatu avidin-HRP.

IV. 6. KVANTIFIKACE AKUTNIi REAKCE NA PODANI B1
SMEROVANEHO HPMA KONJUGATU

JelikoZ je pozdni stadium 1écby BCL1 leukémie provazeno akutni reakci na podavany
B1 smérovany konjugat [9], bylo Zadouci zjistit, jak je takovy jev Casty a tedy jak dalece by
mohl narusit pribéh pokusu.

Mysim bylo podano 150 pug Dox/my$ Bl smérovaného hvézdicového konjugatu
intravenozné, jako kontrola byla pouzita volna protilaitka B1 podana stejnym zplsobem a
v adekvatnim mnozZstvi k obsahu protilatky v konjugatu (2,22 mg/mys). Okamzit€ po podani
nedoslo k imrti Zadné z mysi, a to ani po podani doxorubicinového konjugatu, ani po podani
volné protilatky. Po podani B1 volné protilatky vsak doslo k viditelnému zhorSeni stavu vSech
pozorovanych mysi, které ov§em nevedlo k pozdéj$imu umrti experimentalnich zvifat. Na
Obr. IV.6.2 je znazornén uhyn v obou skupinich experimentalnich zvifat a Obr. IV.6.1

reprezentuje vyvoj hmotnosti v pribéhu experimentu.
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Podani jak B1 protilatky, tak BI

smérovaného HPMA-Dox konjugatu vede

k prodlouzZeni pfezivani a niz§imu nartistu hmotnosti, konjugat ovSem vykazuje v porovnani

s B1 protilatkou obrovsky terapeuticky ucinek.
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Obr. 1V.6.1.: Vliv B1 smérovaného konjugitu a Bl mAb na hmotnost mysi. Balb/c samicim bylo injikovano 5x10°

BCL1 bunék i.p. a 23. den aplikovano i.v. 150 pg Dox/my§ B1 smérovaného konjugatu nebo 2,22 mg B1 protilatky.
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Obr. 1V.6.2.: Vliv Bl smérovaného konjugitu a Bl mAb na pFeZivani mysi. Balb/c samicim bylo injikovano 5x10°

BCL1 bunék i.p. a 23. den bylo aplikovino i.v. 150 pg Dox/my$ B1 smérovaného konjugitu nebo 2,22 mg Bl

protilatky.

IV. 7. KOMBINOVANA TERAPIE BCL1 LEUKEMIE DVEMA
DOXORUBICINOVYMI KONJUGATY SMEROVANYMI DVEMA

RUZNYMI MONOKLONALNIMI PROTILATKAMI

Piedpoklad, Ze Bl smérovany doxorubicinovy konjugat neni v pozdnich stadiich

BCL1 leukémie schopen vylé¢it mysSi a Ze podani tohoto konjugatu zpiisobuje akutni reakci
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nas vedlo kuvaze o vyuziti dvou smérovanych doxorubicinovych konjugati. V prib&éhu
pokusu byla sledovana hmotnost mysi a jejich prezivani.

Konkrétn€ byl v hlavni skupin€¢ (Kombinovana terapie) 20. a 22. den podén anti-
CD71-HPMA-DOX konjugat (Vzorek 1) v koncentraci 7,5 mg Dox/kg i.v. a 25. a 27. den byl
podan B1-HPMA-DOX konjugat (Vzorek 2) v koncentraci 7,5 mg Dox/kg i.v. Viem mySim
ve v§ech skupinach bylo podano 0,4 mg volné B1 protilatky intraperitonealné.

U této skupiny jsme zaznamenali prvni thyn 29. den a pokracoval do 32. dne, kdy
zustal ve skupiné jediny exempléaf. Skupina, kde byl podan pouze anti-CD71 smérovany
doxorubicinovy konjugat (Vzorek 1), zapocala sviij ihyn 30. den a 34. den ve skupin€ zlstalo
50 % jedinct. Dal8i uhyn jsme zaznamenali 48. den. Predpokladame, Ze celkovy uhyn byl
zptsoben nasledkem podéni volné B1 protilatky nasledné po podani anti-CD71 smérovaného
doxorubicinového konjugatu. Skupina, kde byl podan pouze Bl smérovany doxorubicinovy
konjugat (Vzorek 2), zaznamenala jediny uhyn 27. den, pravdépodobné jako nasledek reakce

na podani 1é¢iva. Skupina bez aplikované 1€¢by uhynula cela do 46. dne.

— Kontrola 3
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——Kontrola 1
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Obr. IV.7.1.: PFeZivani mysi, Balb/c samicim bylo injikovino 5x10° BCL1 bunék i.p., Kombinovan4 terapie - 20. a 22.
den byl podén anti - CD71-HPMA-DOX konjugat v koncentraci 7,5 mg Dox/kg i.v. a 25. a 27. den byl podan B1-
HPMA-DOX konjugit v koncentraci 7,5 mg Dox/kg i.v., KONTROLA 3 - 20. a 22. den byl podan anti - CD71-HPMA-
DOX konjugit v koncentraci 7,5 mg Dox/kg i.v. a 25. a 27. den bylo poddno 400 pul PBS i.v., KONTROLA 2 - 20. a 22.
den bylo podano 300 ul PBS i.v. a 25. a 27. den byl podan B1-HPMA-DOX konjugat v koncentraci 7,5 mg Dox/kg i.v.,
KONTROLA 1 - 20. a 22. den bylo poddno 300 pul PBS i.v. a 25. a 27. den bylo podano 400 ul PBS i.v. Viem mysim
bylo 24. den injikovano 0,4 mg volné B1 protilatky i.p.
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Obr. IV.7.2. : PieZivani my$i, Balb/c samicim bylo injikovdno 5x10° BCL1 bunék i.p., Kombinovan terapie - 20. a
22. den byl podin anti - CD71-HPMA-DOX konjugit v koncentraci 7,5 mg Dox/kg i.v. a 25. a 27.den byl podan B1-
HPMA-DOX konjugat v koncentraci 7,5 mg Dox/kg i.v., KONTROLA 3 - 20. a 22. den byl podan anti - CD71-HPMA-
DOX konjugat v koncentraci 7,5 mg Dox/kg i.v. a 25. a 27. den bylo podiano 400 ul PBS i.v., KONTROLA 2 - 20. a 22.
den bylo podéano 300 pl PBS i.v. a 25. a 27. den byl poddn B1-HPMA-DOX konjugat v koncentraci 7,5 mg Dox/kg i.v.,
KONTROLA 1 - 20. a 22. den bylo podédno 300 pul PBS i.v. a 25. a 27. den bylo poddno 400 pul PBS i.v.. V§em mySim
bylo 24. den injikovano 0,4 mg volné B1 protilatky i.p.

IV. 8. PROGRESE BCL1 LEUKEMIE NA BEZMIKROBNIiM MYSiM
MODELU BALB/C

JelikoZ se BCL1 leukémie vyznac€uje nartistajici hmotnosti mysi, ob¢ skupiny jsme po
celou dobu experimentu vazili (Obr. IV. 8. 1.). Konven¢ni mys$i postupné zvysily svoji
hmotnost aZ na primé€mé 122 % ptvodni hmotnosti. Koncovy pokles na kiivce je zplisoben
umrtim experimentélnich zvifat v nejpokrocilej§im stadiu onemocnéni.

Bezmikrobni skupina také zvysSila postupné svou hmotnost, a to na 110 % vychozi
hodnoty. Prudky pokles v zacatku byl zptsoben tim, Ze vaZeni experimentalnich zvitat

v izolatoru skyta zna¢né obtiZe a pravdépodobné doslo k chybnému odectu hmotnosti.
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Obr. IV.8.1.: Hmotnost konvenénich a GF mysi s BCL1 leukémii. Balb/c samicim bylo injikovano 5x10° BCL1 bunék
ip.

Za nejdilezitéj8i parametr jsme zvolili délku pfezivani obou skupin a jejich nasledné
porovnani. Z Obr. IV. 8. 2. je patrné, Ze bezmikrobni skupina mysi pfeZivala vyrazné déle
v porovnani s konven¢ni skupinou.

Skupina 16 mysi chovana v bezmikrobnim prostfedi vykazovala primémé preziti 49,9
dne +/- 12,8 (SD). Naproti tomu skupina 16 konven¢nich mysi méla signifikantné€ (p<0,01; t-
test) niz$i ptreziti s prtuimérem 39,8 dne +/- 4,5 (SD).
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Obr. 1V.8.2.: Doba pfeZivani konvenénich a GF mysi s BCL1 leukémii. Balb/c samicim bylo injikovano 5x10° BCL1
bunék i.p.

Jako dalsi a posledni parametr jsme stanovovali hladinu idiotypu IgM BCL1 leukémie

v séru mys$i, ktera ptimo koreluje s rozvojem onemocnéni. Na Obr. IV. 8. 3. jsou vidét hladiny
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IgM konvenénich mysi, které jsou vyrazn€ vy$8i nez srovnatelné hladiny IgM u mysi

bezmikrobnich (Obr. IV. 8. 4.).
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Obr. 1V.8.3.: Hladiny IgM BCL1 leukémie v konvenénich mySich, odebrino sérum v stanovenych intervalech, fedéno
40x, testovano ELISA metodou pomoci biotinylované B1 protilatky a konjugatu avidin-HRP.
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Obr. 1V.8.4.: Hladiny IgM (BCR) BCL1 leukémie v GF myS$ich, odebrino sérum v stanovenych intervalech, Fedéno
40x, testovano ELISA metodou pomoci biotinylované B1 protilatky a konjugatu avidin-HRP.
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V. DISKUZE

Uvedeni chemoterapie do klinické praxe bylo zahy nasledovano dvéma jevy. Prvnim
z nich byl obrovsky nértst potu nové objevenych a pouzivanych cytostatik, druhym pak
pesimistické nazory hlasajici, Ze chemoterapie nepiezije prelom tisicileti. Oba jevy postupné
ménily své kontury, jelikoZ se snizovalo jak mnozZstvi novych cytostatik, které farmaceuticky
prumysl uvadél na trh, tak mizely i negativni nazory na vrub budoucnosti cytostatickych
preparati. VSichni si jasnéji uv€domovali, Ze se chemoterapie nestane spasou pacientl
s nddorovymi onemocnénimi, ale Ze jeji vyznamna role pfetrva a spolené€ s dalSimi postupy
se pevné zabydli v onkologii.

Chemoterapie hleda stale nové mozZnosti zdokonaleni, kromé€ vyvoje novych a
ucinnéjich cytostatik se ubirda mnoha dal§imi sméry. S velkymi nadéjemi byl ptijat objev
monoklonalnich protilatek Kohlerem a Milsteinem (1975), ktery sliboval neomezené
moznosti jejich efektivniho vyuziti zejména na poli smérované terapie [103]. Poté se zacaly
ozyvat hlasy, Ze je timto z velké ¢asti problém nadorovych onemocnéni vyieSen. Bohuzel se
ukazalo, Ze tyto predpoklady byly pfili§ optimistické. Ackoliv protilatky samotné c¢i
protilatkami smérované toxiny nepfinesly zpocatku pfi 1é€bé malignit ocekavané vysledky,
idea specificky pusobiciho 1éCiva je natolik lakava, Ze je ji neustidle vénovana obrovska
pozornost [84, 200].

Jako jedno zuskali nadorové 1écby obecné se jevi diagnostika nadorovych
onemocnéni a na ni navazujici v€asn€ zapocata lécebné procedura. Pacient se ovSem Casto
kuCinné 1é€bé dostava az dlouho poté, kdy by idedlné terapie méla byt zapocata, coz
zdiraziiuje dilezitost vyzkumu, ktery by nabidl nové pfistupy terapie u€inné v pozdnich
stadiich nddorovych onemocnéni.

V této praci byla studovana moznost pouzit pro 1écbu dva polymerni doxorubicinové
konjugéty, kazdy smérovany jinou protilatkou. Tento pfistup jsme studovali na inbrednim
mys$im kmenu Balb/c (H-29%), ktery je z dfive provadénych studii znamy predispozici k
vyrazné Ty2 (protilatkové) odpovédi [201]. Oba pouZité polymerni konjugaty byly zaloZeny
na bazi HPMA, pfi€emz léCivo bylo na polymerni nosi¢ navazadno pomoci enzymaticky
Sté€pitelné tetrapeptidické spojky, na rozdil od protilatky, kterd je navazana pies N-
hydroxysuccinimidylovou skupinu na konci polymerni patefe. Jedna se o novy typ
hvézdicového konjugatu [93], ktery se lis§i od dfive uzZivaného tzv. klasického konjugatu

zpusobem vazby protilatky na polymerni fet€zec, coz ma za nasledek odlisnou molekularni
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strukturu, rychlost uvolfiovani vdzaného doxorubicinu a cytotoxickou aktivitu in vitro 1 in
vivo. Déle byla studovéana role stfevni mikroflory pii rozvoji BCL1 leukémie. Jako zvifeci
model jsme opétovné pouzili Balb/c mysi.

Jak uz bylo uvedeno, modelovym systémem byla nadorova linie mysi B buné¢né leukémie
BCLI. Jako cilova struktura pro smérovani byl zvolen idiotyp membranového IgM, ktery tyto
buriky exprimuji. V tomto pripadé se tedy jedna o striktné nadorové specificky antigen, ktery
se nevyskytuje nikde jinde v organismu. Anti-idiotypové smérovani cytotoxickych latek tedy
dava moznost velmi ptesného ,,zasazeni“ klonu malignich bunék. Diky tomu je smérovani
proti idiotypim membranovych imunoglobulini velmi atraktivni moznosti afinitni terapie B
lymfomi a leukémii. Dalsi vyhodou této linie je fakt, Ze se nejedna o nadorové onemocnéni
pfimo asociované s travicim traktem. Tak lze obecnéji zhodnotit vliv intestinalni mikroflory
na nami studovanou progresi nadorového onemocnéni.

Anti-idiotypové protilatky jako takové byly pouzity k 1écbé¢ B bunéénych malignich
onemocnéni v n€kolika formach [202, 203]. Lé¢ba malignit samotnymi protilatkami byla
terapeuticky efekt i u volné B1 monoklonalni protilatky rozeznavajici idiotyp membranového
IgM na BCL1 buikach. Mechanismus protinadorového ucinku volné protilatky
pravdépodobné spocivd v aktivaci komplementu a bunétné cytotoxicité zavislé na
protilatkach (ADCC). Neda se vyloucit ani pfimy antiprolifera¢ni efekt anti-idiotypovych
protilatek [204].

V souvislosti s anti-idiotypovym smérovanim byly testovany imunotoxiny [103], které
se ukazaly byt v tomto pfipadé pomérné u¢inné. BCLI linie byla pouZita téZ k experimentim
s bispecifickymi protilatkami. Bispecificka protilatka rozeznavajici jednak CD3 a jednak
idiotyp IgM na BCL1 burikach se ukazala jako velmi u¢inna v 1é€b€é BCL1 mysi leukémie in
vivo [197]. Dal$im jejim uspé$nym vyuzitim bylo pouziti Bl smérovaného doxorubicinového
konjugétu klasického i hvézdicového typu v jejim ¢asném stadiu [9, 93], jimiz bylo vyléceno
az 100 % mysi.

I kdyz je B1 smérovany konjugat v pocate¢nich stadiich velmi u¢inny, neni tomu tak
pfi podani ve stadiich pozdéj$ich. Jeho ucinnost od urcité doby klesa umémé s délkou
prodlevy mezi inokulaci leukemickych bunék a podanim lé¢iva. Postupné sniZovani uc¢innosti
ovSem neni jedinou komplikaci, kterou je tfeba piekonat, chceme-li pouzit Bl smérovany
konjugat v terapii BCL1 leukémie. Byla pozorovana akutni reakce na intravendznim podani
tohoto konjugatu pozdé€ji jak 15 dnl po inokulaci nadorovych bunék. Proto jsme se rozhodli

otestovat, zda je mozné k prekonani téchto uskali pouzit dva polymerni doxorubiciny
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smérované dvéma riznymi protilatkami, anti-CD71 (proti transferrinu, C2) a anti-idiotypovou
(proti IgM BCL1 leukémie, Bl). Soucasné¢ jsme zaménili intravenozni aplikaci za
intraperitonealni aplikaci volné Bl protilatky mezi jejich podanim. Fungovéni takového
systému samoziejmé zalezi na u€innosti jeho jednotlivych slozek. Zaroven ale také nelze
predpovédét synergicky ucinek piti jejich nasledném podani.

Jako hlavni, 1 kdyZ v poradi druhou smérujici strukturu jsme z vy$e uvedenych divoda
pouzili Bl protilatku. Volna Bl protilatka, kterd se na BCL1 bunky vaze dobie, vazbou
HPMA fetézch svou afinitu k BCL1 burikam z¢asti ztraci. Tento jev je zifejmé zplsoben bud’
inaktivaci vazebného mista protilatky navazanim HPMA (naptiklad pfimo do vazebného
mista), nebo sterickym zakrytim vazebného mista navazanym HPMA fetézcem. To bylo
pozorovano i u jinych protilatek navazanych na HPMA kopolymer jako nosi¢ [147].

Pro uskutecnéni bunééného cyklu je nezbytné nutny piijem Zeleza burikou. Proto je
zablokovani pfijmu Zeleza jednim z moznych pfistupti k 1écbé nadord [205]. Nejcastéji je
ptijmu Zeleza zabranéno blokovanim CD71 pomoci monoklonalnich protilatek, ¢i chelatort
zeleza [199].

Kromé samotné anti-CD71 protilatky je mozné vyuzit CD71 (receptor proti
transferrinu) jako cilové struktury pro smérovani né¢jaké cytotoxické latky. I kdyz takové
smérovani samoziejmé neni vii¢i nddorovym buiikam Gplné specifické, ma tu velikou vyhodu,
Ze nadorova burika nemuze ztratit expresi CD71 a stat se tak ,,neviditelnou* pro anti-CD71
smérovany preparat. Byla pfipravena a testovana celd fada imunotoxinid smérovanych anti-
CD71 protilatkou [206, 207]. Proto jsme se jako vedlejsi a v poradi ale prvni smérujici
strukturu rozhodli pouzit potkani protilatku proti mys$imu anti-CD71 (C2). Tento receptor,
ktery nepatfi mezi nadorové specifické antigeny, je v nizké mife exprimovan na vétSiné
bun€k. Aktivované délici se burnky vSak maji expresi CD71 siln¢ zvySenou [208]. CD71
zajistuje bunkam pfisun Fe''z extracelularniho prostiedi, kde je Fe’" vazano na svij
plazmaticky transportni protein transferrin. Zelezo je pro délici se buriku naprosto
nepostradatelnym a nenahraditelnym prvkem. Ma esencialni roli v energetickém metabolismu
buiiky, ktery musi zabezpecit tak energeticky naro¢ny proces, jako je buné¢né déleni. Kromé
toho je Zelezo kofaktorem ribonukleotidreduktazy, ktera je jednim z kli€¢ovych enzymi
syntézy deoxyribonukleotidii, bez nichZ burika nemiiZe syntetizovat DNA. Je tedy zfejmé, Ze i
nadorové burky, vyznacujici se rychlym délenim, musi CD71 silné exprimovat - BCLI
leukémie patii mezi pomérné rychle rostouci typ nadorového onemocnéni. Bunéény cyklus
trva zhruba 24 hodin. Jedna se o analog lidské leukocytarni leukémie, ktera je typicka praveé

blastickym zvratem a naslednou velmi rychlou progresi.
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U obou konjugéati doSlo po navazani na HPMA k o¢ekdvanému snizeni vazebné
aktivity. V pfipadé C2 protilatky, respektive C2 smérovaného polymerniho doxorubicinového
konjugatu bylo snizeni vazebné aktivity natolik vyrazné, Ze nelze vyloucit, Ze vazbou
protilatky na polymer mohlo dojit nejen k sterickému zakryti jejiho vazebného mista, ale 1 k
jeho ¢aste¢nému poskozeni a tudiz snizeni afinity k transferrinovému receptoru.

Otestovali jsme proto cytotoxicitu obou konjugatli a protilatky C2 a zjistili jejich ICsy.
Zjisténé hodnoty potvrdily nasi teorii, Ze sniZena vazebna aktivita vedla zaroven 1 k sniZzené
cytostatické aktivit¢ C2 smérovaného konjugatu (Vzorek 1). Jelikoz ale tento konjugat stale
vykazoval nejméné tfikrat vétSi cytostatickou aktivitu nez nesmérovany doxorubicinovy
konjugat (PK1), pfi vys$Sich koncentracich se stale vazal a jeho funkce ma byt spiSe jako uvod
lécby nez jako hlavni lécebné agens, nepovaZovali jsme obecné slabsi hodnoty tohoto
konjugatu za prekazku k moznosti testovat kombinovanou terapii my$i BCL1 leukémie.

Dtive nez bylo mozné pfistoupit k samotné aplikaci obou doxorubicinovych konjugatt
jako léCiv, bylo tfeba provést nékteré pilotni studie a testy, abychom byli schopni nami
zvoleny experimentalni model monitorovat.

U mysi, kterym byly inokulovany BCL1 leukemické buiiky a nebyly podrobeny Zadné
1écbe, jsme provedli histologii a imunohistochemii sleziny, jater a plic, cytofluorometrickou
analyzu buné¢nych populaci exprimujicich na svém povrchu idiotyp IgM BCLI1 leukémie a
tranferinovy receptor a detekovali jsme hladinu idiotypu IgM BCL1 leukémie v séru
experimentalnich zvifat. Zvifata byly téz pravidelné vazena, jelikoz narGst mnozstvi
leukemickych bun€k a s nim souvisejici splenomegalie a vznik ascites se na hmotnosti
vyrazné podili. Vysledky celé této Skaly pokusii potvrzuji skute€nost, Zze zlom ve vyvoji
onemocnéni nastava okolo 24. dne po inokulaci BCL1 leukemickych bunék do oblasti
peritonea. Na zakladé téchto dat jsme se rozhodli podat doxorubicinovy konjugat smérovany
C2 protilatkou kratce pred 24. dnem po inokulaci nadorovych bunék a podani Bl
smérovaného doxorubicinového konjugatu kratce po tomto dni. Pokusili jsme se tak co
nejvérnéji simulovat podminky 1é¢by pozdniho stadia nadorového onemocnéni.

Jiz z ptedeslych studii je znamo [9], ze idiotypovy receptor uvolnény do krevniho
obéhu zrozpadlych bun€k brani plné ucinnosti Bl smérovaného konjugédtu tim, Ze ho
vyvazuje z obéhu a brani tak jeho akumulaci na povrchu leukemickych bunék. Proto jsme
nejprve pomoci ELISA testu zjistili, jak rychle tento idiotyp IgM imunoglobulinu pfirozené
mizi z obéhu. Predpokladali jsme, Ze po podani C2 protilatkou smérovaného konjugatu dojde,
jako disledek rozpadu vétsiho poc¢tu BCL1 leukemickych bunék, k prudkému nariistu tohoto

idiotypu IgM v ob€hu. Zjistili jsme, Ze nadorové specificky IgM idiotyp pretrval v séru
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dlouho, protoze je detekovatelny jesté¢ osm dni po aplikaci séra z mysi v terminalnim stadiu
BCL1 leukémie.

Proto jsme se pokusili tuto dobu zkrétit, a to intraperitonealnim podanim volné Bl
protilatky, jenz by méla idiotyp IgM BCLI1 leukémie z ob&éhu vyvazat a vy¢istit tak cely
experimentalni systém. Po podani se skute¢né béhem méné jak 24 hodin hladina idiotypu IgM
vratila na zakladni uroven. Aplikace B1 protilatky intraperitonealné¢ neméla zadny negativni
vliv na zdravi a prezivani experimentalnich zvifat. JelikoZ je intraperitonealni podani
charakteristické tim, Ze veskeré latky takto podané jsou nejdfive dolni dutou Zilou odvedené
do jater, dfive nez se dostanou do celého krevniho obéhu, predpokladame, Ze nedoslo k tvorbé
imunokomplex, které by jatra nedokazaly zpracovat. Mysi ptezivaly dalsi nejméné 3 mésice
bez jakychkoliv nasledk.

Dalsi uskali, které bylo popsano pii lé¢bé BCL1 leukémie v pozdnim stadiu, je
negativni az Zivot ohrozujici reakce na podavany konjugat [9]. Zjistili jsme, Ze pii podani Bl
protilaitkou smérovaného konjugatu v koncentraci 150 pg DOX/my$ s vysokou
pravdépodobnosti nedoslo k akutni reakci. Konjugat jsme podali 5 myS$im a Zadna z nich
bezprostfedné neuhynula. Jako kontrolu jsme pouzili mysi, kterym byla intravenézné podana
volna Bl protilatka ve stejném mnozstvi (2,22 mg/mys), v jakém je obsazena v 150 pg DOX
Bl smérovaném doxorubicinovém konjugatu. Tyto mysi bezprostfedné po podéani jevily
viditelné obtiZe (zjezena srst, trhané pohyby nebo vyrazna nehybnost, silnd dychaviénost, ...)
ale k jejich thynu nedoslo. Proto se domnivame, Ze medidtorem této ,,anafylaktoidni* reakce,
pokud se vyvine, je pravé volna protildtka B1 podana intravenozné. Navazani na HPMA vede
ke zmirnéni tohoto jevu, stejné tak podani Bl volné protilatky intraperitonealné.
Predpokladame, ze na vzrlstajici pravdépodobnosti vzniku této akutni reakce se podili 1
vzrustajici koncentrace podané protilatky, volné nebo vazané na polymer.

Dale uz jsme se soustfedili na samotnou kombinovanou terapii BCL1 leukémie dvéma
doxorubicinovymi konjugaty smérovanymi dvéma riznymi monoklonalnimi protilatkami.
Celkovy vysledek ovSem nebyl pfili§ uspokojivy. Podané davky byly odvozeny od diive
ziskanych vysledkl s podobnymi konjugaty [9, 93]. Tato aplikace 1€¢iv zplisobila, Ze béhem 3
dntli (29. — 32. den) uhynulo 10 z 11 mysi. Jelikoz skupina, ve které byl podan pouze anti-
CD71 smérovany doxorubicinovy konjugat (Kontrola 3), zaznamenala velmi podobnou
tendenci, 1 kdyZ v mens$i mife — 4 z8 mysi uhynuly vrozmezi 4 dni (30. — 34. den),
domnivame se, Ze thyn mysi ve skupiné s kombinovanou terapii byl zptisoben podanim anti-
CD71 smérovaného doxorubicinového konjugéatu, po kterém nasledovalo podani volné Bl

protilatky. K uhynu do$lo pravdépodobné jako nasledek zablokovéani cévniho fecisté
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uvolnénymi rozpadajicimi se BCL1 leukemickymi burikami, které na svém povrchu stale drzi
[gM 1diotyp. Domnivame se, Ze tyto bunky po podani volné B1 protilatky vytvorily shluky a
tromby, které zpusobily embolizaci cevniho systému. Za dalsi jev, ktery mohl pfispét k uhynu
myS$i, povaZujeme skutecnost, Ze podani volné B1 protilatky mohlo vést ke vzniku komplexi
s uvolnénym receptorem IgM idiotypu BCL1 leukémie, coz na rozdil od fragmenti bunék
vedlo k akumulaci téchto komplexu v ledvinach, a tedy ke glomerulonefritidé. Tento jev lze
pfirovnat svym charakterem k lidské komplexové chorobé. Relativné niz$i u€innost konjugatt
smérovanych anti-CD71 protilatkami mize byt zpisobena tim, Ze na rozdil od klasickych
membranovych receptorti je intracelularni osud transferrinového receptoru odlisny naptiklad
tim, Ze jiz zahy po internalizaci je tento receptor recyklovan a navracen na povrch buriky.
Jelikoz doxorubicinové konjugaty vyzaduji ke své funkci akumulaci v membranovych
strukturach (ER, Golgi, glykolipidické membrany), nelze v ptipad¢ transferrinového receptoru
s jistotou tvrdit, Ze akumulace sledované¢ho konjugatu je dostate¢nd. Jak Ize usuzovat
z vysledkii (jediny uhyn ve skuping, kde byl podavan pouze Bl smérovany doxorubicinovy
konjugat - Kontrola 2), vliv tohoto Bl smérovaného konjugatu byl pfi Gdhynu pouze dopliiuyjici
(zesilujici). Jeho podéani pouze zatizilo uz tak zeslably organismus experimentalnich zvifat,
coz vedlo k vyrazné vy$$imu uhynu ve skupiné s kombinovanou terapii nez ve skupiné, kde
byl podavan konjugat smérovany proti transferrinovému receptoru (Kontrola 3).

Souhrnné lze tedy fici, Ze tento druh terapie pravdépodobné neni idealnim piistupem
k 1écbé pozdniho stadia nadorového onemocnéni, nebo alespon ne v tomto terapeutickému
schématu. Jeji uskali tkvi ve dvou faktech. Jednak je velmi obtizné uréit spravnou dobu
k aplikaci konjugati, protoze doba, pocet davek a celkové mnozstvi podaného 1éc¢iva kriticky
ovlivituje vysledek celé procedury. Druhym uskalim je pak vybér cilovych struktur na
povrchu nadorovych bunék. V nasem pfipadé neni tfeba zpochybiovat idiotyp IgM BCLI
leukémie, kdyZ pravé ten se chova jako témér idealni cilova struktura. VEétSim problémem se
jevi pravé transferrinovy receptor, jak jiz bylo zminéno vyse. Alternativou by mohlo byt
nahrazeni této cilové struktury jinou, vhodnégjsi. Takovou strukturou by mohl velmi dobte byt
naptiklad receptor CD20. JelikoZz se v souCasnosti jedna o dostate¢né¢ dobie popsany
povrchovy znak, pro ktery je u lidi dostatecny vybér anti-CD20 protilatek, 1ze o tomto
smérovani uvazovat i u mysiho modelu.

Poslednim tématem, kterému jsme se v této praci vénovali, bylo to, zda se stfevni
mikrofléra néjakym zplusobem podili na rozvoji nadorového onemocnéni mysi BCLI

leukémie. Jak jiz bylo zminéno vySe, u nadori pfimo asociovanych s travicim traktem je
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mozny vliv stfevni mikroflory logicky, ne vSak u ostatnich nddorovych onemocnéni. Pouziti
leukémie jako modelové nadorové linie proto otevira novy pohled na tuto problematiku.

V tomto experimentu jsme se rozhodli porovnat hmotnost, prezivani a hladinu
idiotypu IgM v séru konvencnich a bezmikrobnich mysi kmene Balb/c. VSechny tfi
parametry, které jsme sledovali, nas piesvédcily o pravdépodobné vyznamné roli mikrobialni
fléry pti rozvoji nadorového onemocnéni. Hmotnost obou experimentdlnich skupin se po
celou dobu probihajiciho pokusu vyrazné lisila. Relativni hmotnost konven¢nich mysi vzdy
ptevySovala hmotnost mys$i bezmikrobnich. Bezmikrobni mysi také ptezivaly vyrazné delsi
dobu nez mysi konvencni, prumé€rna doba ptezivani byla u bezmikrobni skupiny o 10 dni
delsi. Taktéz hladiny IgM idiotypu BCL1 leukémie byly u bezmikrobni skupiny mysi
v prubéhu pokusu vyrazné zvySené. V souhrnu Ize tedy konstatovat, Ze nepfitomnost stievni
mikrofléry vedla k prodlouzenému ptezivani a pomalejsi progresi BCLI1 leukémie.
V objasnéni tohoto jevu je tieba dale pokracovat. Diuvodi uvedeného pozorovani mize byt
vice. V bezmikrobnim prostfedi se u jedinci nerozviji akutni infekce, které jsou jednou
zmnoha pfi¢in thynu. Tento jev neni pravdépodobné zavisly na pfitomnosti jednoho
konkrétniho mikroorganismu, ale Ze je zahrnut bud’ cely slizni¢ni imunitni systém, nebo
alespon stievni slizni¢ni systém, ktery je zodpovédny svou produkci IL-10 a TGF-B za
indukci tolerance k vlastnim bufikdm a béZznym nepatogennim antigenum. JelikoZ jsou
nadorové bunky de facto vlastnimi buiikami organismu a v bezmikrobnich mysich neni tato
¢ast imunomodulacnich bunék vyvinuta, je imunitni systém bezmikrobnich zvirat vyrazné
citlivéjsi a tak je schopen na nadorové burky lépe reagovat. Tato skute¢nost podporuje
predstavu, Ze pravé vlastni imunitni systém je pro kompletni vyléceni nezbytny

Smérované doxorubicinové konjugaty vykazuji dobré experimentdlni vysledky pti
1é¢beé nadorovych onemocnéni. I pies komplikace, které mohou pfi jejich pouziti vyvstavat,
jsou to pravé ony, které by mohli v budoucnu piispét k lepsi perspektivé téch, ktefi

v soucasnych terapeutickych ptistupech tuto perspektivu nenachazi.
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Plice, jatra a slezina je 11. den po inokulaci BCL1 leukémie bez jakychkoli znamek
infiltrace nadorovymi burikami.

Ve sleziné 1 v periferni krvi dochazi k pozvolnému narustu BCL1 pozitivnich bunék,
ktery se okolo 24. dne vyrazné zvysi. Mnozstvi BCL1 pozitivnich bunék je vétsi ve
sleziné nez v periferni krvi.

Ve sleziné i v periferni krvi je exprese CD71 pozvolné vristajici. Na splenocytech je
exprese siln€jsi nez v periferni krvi. Do 18. dne se jedna predevsim o buriky
nenadorového charakteru. Okolo 24. dne dochazi k narustu exprese CD71 a k koexpresi
s idiotypem IgM BCL1 leukémie.

Mnozstvi idiotypu IgM BCLI1 leukémie je do 17. dne jen méalo odli$na od kontrolnich
hodnot. Do 24. dne dojde k silnému néarustu hladiny tohoto idiotypu IgM.

Konjugat smérovany C2 protilatkou se jevi jako vyrazné méné cytotoxicky nez konjugat
s B1 protilatkou, a to az priblizné tficetkrat. C2 smérovany konjugat stale vykazuje
urcitou specificitu, jelikoZ je pfiblizné Ctyfikrat vice cytotoxicky nez nesmérovany
doxorubicinovy konjugat.

Obé¢ volné protilatky se na povrch BCL1 bun¢k vazi dobte. Protilatka B1 se vaze na
povrch BCL1 bunék s mirn€ vyssi afinitou nez C2 (anti-CD71) protilatka. Po navazani
na polymerni nosi¢ HPMA doslo u obou protilatek k zeslabeni vazebné aktivity, které
bylo u C2 smérovaného doxorubicinového konjugétu vyrazné do té miry, Ze se vazal
pouze pii vySsich koncentracich protilatky.

Idiotyp IgM BCL1 leukémie ztistava v krevnim ob&hu za normalnich okolnosti i po 8.
dni po aplikaci. Pomoci intraperitonealniho podani volné B1 protilatky je mozné
odstranit IgM idiotyp z obéhu do 24 hodin.

Intravendzni podani B1 smérovaného doxorubicinového konjugatu zpiisobuje akutni
reakci jen s malou pravdépodobnosti.

Podani obou doxorubicinovych smérovanych konjugati po sobé se neukazalo jako
ucinné.

BCLI1 leukémie se v bezmikrobnich podminkach na in vivo experimentalnim modelu
rozviji vyrazné pomaleji neZ v podminkach konvenénich. V bezmikrobnich podminkach
dochazi k pomalej$imu narustu hmotnosti a k pomalej$imu uhynu experimentalnich

zvirat.

69



VII. SEZNAM ZKRATEK
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ABC-Elite avidin-biotin konjugat

ADCC antibody dependent cell cytotoxicity

ADEPT antibody-directed-enzyme-prodrug-therapy

AIBN 2,2 -azobisisobutyronitrilem

AP l-aminopropan- 2-ol

Av/px avidin konjugovany s peroxidazou

AVCR Akademie véd CR

B1 mAb anti-idiotypova protilatka

Balb/c imbredni my$i kmen

BCL1 B bunécna leukémie

C2 mAb monoklonalni protilatka

CD71 transferrinovy receptor

CTL cytotoxické T lymfocyty

DCCI dicyklohexyl-karbodiimid

DMF dimethylformamid

DMSO dimethylsulfoxid

DNA deoxyribonukleova kyselina

Dox doxorubicin

ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay

EPR enchanced permeability and retention

FACS prutokovy cytofluorometr

FCS fetalni teleci sérum

FGU Fyziologicky ustav

FITC fluorescein-isothiokyanat

FL1 fluorescence v kandlu 1

GALT Lymfaticka tkan asociovana se zazivacim
traktem

Gly glycin

HPMA N-(2-hydroxypropyl)methakrylamid

HRP kienova peroxidaza

i.p. intraperitonealné

i.v. intravenozné

IgA imunoglobulin A

IgG imunoglobulin G

IgM imunoglobulin M

kDa kilodalton

LAK lymphokine activated killer

Leu leucin

LPS lipopolysacharid

MA methakrylamid

MALT Lymfaticka tkan asociovana se sliznicemi

MBU Mikrobiologicky tistav
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MDR mnohodéetna 1ékova rezistence

Mw molekulova hmotnost

NK natural killer

ONp orto-nytrofenyl

PBS tostatovy fyziologicky roztok
PBT PBS s 1% Tween 20

PE tykoerytrin

PEG poly(ethylen glykol)

Phe fenylalanin

SMANCS styren maleic acid-neocarzinostatin
TEA Triethylamin

TIL tumor infiltrating leukocyte
UMG Ustav molekularni genetiky
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