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PREDMLUVA

Nadorova onemocnéni a boj s nimi pfedstavuji pro védu velmi zavaZny problém.
Vedle b&Zné pouzivanych postupll, jako je chemoterapie, radioterapie a chirurgické
odstrafiovani nadorti se véda snaZi uplatnit i dal$i postupy na ziklad€¢ stile nové
ziskavanych poznatki z oblasti biologie, fyziologie, imunologie, biochemie a piedevSim
molekularni biologie.

Pravé nové poznatky o procesech kancerogeneze a o jejich projevech dovoluji v
dne$nim vyzkumu posilovat imunitni systém organismu v boji proti nadorovému
onemocnéni. P¥i rozpoznavani a nasledné likvidaci nadorovych buné€k hraji vedle dalSich
faktord dileZitou roli cytotoxické T-lymfocyty (CTL), ptirozeni zabije€i (NK burtiky z
angl. Natural Killer) a populace bun&€k nesouci jak znaky T lymfocytl, tak znaky NK
bun€ék (NKT buiiky). Jejich receptorovd a enzymova vybava dovoluje v ur€itych
ptipadech rozpoznat struktury na povrchu nadorové buiky a nasledné ji zlikvidovat.
Problémem nadorového onemocnéni je fakt, Ze transformované builkky maji schopnost
ménit membranové receptory a zabranit bud’to vlastnimu rozpoznani nebo cytotoxickému
ucinku a v nékterych ptipadech dokdzi v imunokompetentni buiice vyvolat trvalou
anergizaci ¢i apoptotickou smrt.

Cilem této prace je studium G¢inku podani sacharidovych ligandi s vysokou afinitou k
NK-buné€nému receptoru NKR-P1 na efektivitu rozpoznavacich a cytotoxickych
mechanismil u imunokompetentnich bunék za pouZiti biochemickych, imunologickych a
molekularn€¢ biologickych metod. Price je vénovdna studiu W¢inku podani
glykodendrimert na zménu v zastoupeni ur¢itych bunéénych subpopulaci a studiu zmén
signalizaénich drah lymfocyti a nadorovych bunék, vedenych heterotrimernimi GTP-

vézajicimi proteiny, spojenych s podanim vysokoafinitniho sacharidového ligandu.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ADCC protilatkou zprostfedkovana buné&na cytotoxicita (z angl.
Antibody Dependent Cell-mediated Cytotoxicyty)

AK aminokyselina

APC antigen prezentujici buiika (z angl. Antigene Presenting Cell)

BCR B-bunéény receptor (z angl. B-Cell Receptor)

cAMP cyklicky adenosinmonofosfat

CDh diferenéni znak (z angl. cluster of differentiation)

CRD sacharid vazici doména (z angl. Carbohydrate-Recognition
Domain)

CTL cytotoxicky T-lymfocyt

DAG diacylglycerol

DC dendriticka burika (z angl. Dendritic Cell)

ELISA (z angl. Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

FACS (z angl. Fluorescence Activated Cell Sorter)

GN8 PAMAM-GIcNACs, tj. N-acetyl-D-glukosamin vazany na
polyamidoaminové kostte

gp glykoprotein

G-protein GTP-vazajici protein

GPI glykosylfosfatydilinositol

GTP guanidintrifosfat

IFN interferon

IL interleukin

IP; inositoltrisfosfat

ITAM (z angl. Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif)

ITIM (z angl. Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibition Motif)

MHC hlavni histokompatibilitni komplex (z angl. Major
Histocompatibility Complex)

NK pfirozeny zabije¢ (z angl. Natural Killer)

NKR NK bunéény Receptor

NKT NK burika, nesouci zaroven T bunéény znak

PLC fosfolipaza - C




PMN polymorfonukleéarni burika

PTK proteintyrozinkinaza

SH Src Homology

TCR T-bunéény receptor (z angl. T-Cell Receptor)
TGF (z angl. Tumor Generating Factor)

TK H,O tkarlova voda

TMH Transmembranovy helix

TNF (z angl. Tumor Necrosis Factor)

TRAIL (z angl. TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand)




1. UVOD

1.1. Imunitni systém organismu

Imunitni systém lze charakterizovat jako soustavu, ktera je ve spolupréci s ostatnimi
t€lnimi systémy schopna identifikovat nezadouci zmény ve vné&j§im i vnitfnim prostfedi a
reagovat na né. Cilem fungovani imunitni soustavy je udrZzeni podminek stalého vnitiniho
prostiedi, tj. homeostazy.! K udrzeni homeostizy imunitni systém vyuZivd rizné
mechanismy, popsané jako zéakladni projevy imunitniho aparatu’:

obranyschopnost - organismus je schopen rozpoznat vnéj§i patogeny a branit se jejich

ucinku.

tolerance - organismus rozpoznava neposkozené a funkéni sou¢asti jemu

vlastni a je vii¢i nim intaktni.

imunitni dohled - organismus dokaZe identifikovat a nasledné zlikvidovat vlastni

poskozené, transformované ¢i nefunkéni soutasti.”

1.1.1. Soucéasti imunitniho aparatu

Vykonnou slozkou imunitniho systému jsou leukocyty. Tyto v dospélosti vznikaji a
dozravaji v kostni dieni. Zralé buriky poté cestuji do sekundarnich lymfoidnich organt,
kde diferencuji na specializované bun&né subpopulace, které jsou jiz schopné vykonné
funkce a cirkuluji v periferni krvi, nebo vcestovavaji do tkani. B€hem vyvoje pluripotentni
kmenové buiiky kostni diené dochazi k oddéleni dvou zakladnich buné&énych populaci.
Pfirozena imunita je zavisld na leukocytech myeloidni fady, hlavné fagocytech a NK
burikdch. Adaptivni imunitni reakce je zaloZena na dlouhodobé pamétové schopnosti

n€kterych T- a B-lymfocyti a jejich vlastnosti specificky rozpoznat a likvidovat infekci.

1.1.1.1. Buiiky myeloidni Fady

Myeloidni progenitor dava vznik butikam nespecifické pfirozené imunity jako jsou
polymorfonuklearni leukocyty (PMN), monocyty a tkafiové burky strukturné i funk&né
jim podobné, jako jsou makrofagy, Zirné buiiky a nové popsané antigen prezentujici
dendritické buiikky (APC a DC). Mechanizmy imunitni odpovédi této linie jsou pfevazné
antigenné nespecifické a jejich zakladni funkci je fagocytéza cizorodych latek <&i
poskozenych bunéénych struktur, jejich intracelularni zpracovani a nasledna prezentace

jejich fragmentd na bunééném povrchu.



Granulocyty, vzhledem k obsahu granuli, které vznikaji postupn€¢ b&hem jejich
dozravani, tvofi asi 60 aZ 70% celkového poétu cirkulujicich leukocyt a déli se do tii
skupin podle barvitelnosti granuli metodou podle Wrighta nebo Giemsy na neutrofily,
eozinofily a bazofily.’

Vyvojova linie monocyti zahrnuje skupinu fagocytujicich bunék, jejichZ spole¢nym
jmenovatelem je jednotny pivod a shodna funkce.? Patii k nim krevni monocyty a volné i
tkafiové makrofagy. Z krevniho feist¢ do tkani pronikaji mechanismem diapedézy
(extravazace)’ a dale se pohybuji stejnym zpisobem jako PMN, i kdyZ pomaleji a
s vyraznou citlivosti na chemotaktické podnéty. Velmi aktivn€ fagocytuji a mohou
pohlcovat poskozené buiiky v&etné exogennich bakterii, virti, imunokomplexti (komplex
antigen-protilatka) i né€kterych anorganickych substrati (uhlik, kfemik, azbest, apod...).
Charakteristickymi povrchovymi znaky jsou Fc-receptory a receptory pro C3b slozku

komplementu.?

1.1.1.2. Buiiky lymfoidni Fady

K tvorbé a zrani bun€k lymfoidni fady dochazi v kostni dfeni a v thymu. Lymfocyty
spoluvytvafi obranné mechanismy specifické imunity, které za normdlnich okolnosti
udrZuji homeostazu organismu a v piipad¢ jejiho ohroZeni navic zapojuji pfislusné
bunétné subpopulace k vykonné obrané funkci. Vyvoj a diferenciace lymfocyti probiha
ve tfech zakladnich liniich, B buriky (z anglického Bone marrow), T butiky (Thymus) a
pfirozeni zabije€i NK (z anglického Natural Killer). Funkce lymfocyti je dale odvisla od
antigen-prezentujicich bun€k (APC), mezi n&Z patfi dnes velmi sledovand populace
dendritickych bun€k (DC), které vstupuji do tkani a jako nezralé fagocyty se specializuji
na zpracovani antigend. Jako antigen-prezentujici builky nasledné dozravaji, migruji do
sekundarnich lymfoidnich organti a umoziuji tak aktivaci a diferenciaci zralych T- a B-
lymfocytii a rozvinuti obrannych procesii.”

Cytotoxicita, patfi k nejzdkladn&j§im obrannym reakcim. Efektorové
imunokompetentni builky, zabijee, nalézame piedev§im v adaptivni imunité,
zprostfedkované buitkami T a v pfirozené imunit&, pro kterou jsou charakteristické buiiky
NK a dal$i bun&éné subpopulace, disponujici bunéénymi znaky obou subpopulaci (NKT
buiiky). Mezi bunééné znaky patii glykoproteiny, které umoZiiuji buikdm imunitni
rozpoznavani a vzidjemnou komunikaci, jak na trovni mezibun&ného kontaktu, tak
rozpoznavani rozpustnych molekul pfitomnych v t€lnich tekutinach (cytokiny,
chemotaktické latky, atd.).



V protinadorové imunit& se vedle typickych zabijetd jako jsou T. buiky (CD3",
CD8") a NK buitky (NKR-P1*, CD3"), setkdvame i s populaci Ty lymfocyti (CD3",
CD4"), které zajistuji nejen spravnou funkci T lymfocyti, ale také vykazuji p¥imou
cytotoxickou aktivitu. Funkce bun&k rozpoznavajicich antigeny bun€k cizich,
infikovanych ¢&i transformovanych, je tedy zavislad na bunééném imunitnim rozpoznavani,
pfenosu informace pfes cytoplazmatickou membranu za pomoci vykonnych

signaliza¢nich mechanizmu a adapta¢nich molekul.

1.1.2. Povrchové molekuly lymfocytu

Pro udrZeni homeostazy organismu je dilezité, aby byly buiiky imunitniho aparatu
v neustalém kontaktu se svym okolim. Toho je docileno pfenosem informaci ve formé
extracelularnich secernovanych molekul (hormond, cytokind, mitogend, neurotransmitert
a dal$ich) a schopnosti pfijimat a dale pfenaset signal. Mistem uc¢inku extracelularnich
signalnich molekul jsou pfevazn€ membranové receptor-efektorové systémy, které
prenaseji vnéjsi signal do nitra buriky, tzv. transdukce signalu (transmembranovy pienos).

Povrchovych molekul je v dne$ni dobé znamo veliké mnoZstvi (jiZ je popsano pfes
200 riznych povrchovych molekul a je zfejmé, Ze jich jest€ velké mnoZstvi neni
objeveno). Proto bylo zavedeno tzv. CD-nazvoslovi (z anglického ,,Cluster of
Differentiation‘). ,,Clusters” je oznafeni pro skupiny monoklonélnich protilatek, které
s nimi reaguji a vzdjemné je od sebe diferencuji (toto nazvoslovi tedy nevypovida nic o
funkci danych molekul, ale slouZi pouze jako jakési ,inventarni &islo®). Nazev pak je
tvofen pismeny CD, za kterymi nasleduje pofadové ¢islo molekuly.

CD systém sam o sob€ nijak neusnadiluje orientaci mezi povrchovymi molekulami,
proto se vedle n&j pouziva i fada dalSich zptsobt fazeni podle funkce, struktury, nebo
umisténi dané molekuly. Napiiklad transmembranové proteiny (glykoproteiny) fadime
podle zpiisobu zakotveni v membrané. Radime je na transmembréanové proteiny L., IL., III.
alV. tfidy.
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2 Obr. 1.2 : Rozdéleni TM

C=C (glyko)protein. 1. tidy:

NH C-konec intraceluldrné,
I1. t¥idy: C - konec

NH, § GPi-kotva  extracelularne, IIL. tidy:

'\, fetézec prochazi
PP COererti 2 MY IRLign i f 10RO rvataeIees. [{TevNd membranou opakované
shbr; 3D a0l 30153 1ab WAL 33 [Basihsstiinaibenitesiit

W b (nejeast&ji 4x a 7x), IV.
trdy: cely fetézec je

COCH COOK umistén extracelularné a

k membrané je

pfichycen

l “ “' N glykolipidovou kotvou,

nejcastéji pfes Gp1.2

Podle funkce miiZeme délit povrchové molekuly do nasledujicich skupin:
Antigenné specifické receptory: Patii sem napiiklad NKR (receptory NK bun¢k), TCR a
BCR (z anglického T/B-Cell Receptor) nachazejici se u T/B lymfocytl a s nimi spfaZzené
molekuly (CD79a.,B; CD3, atd.), tzv. koreceptory.
Adhezivni molekuly: Zprostiedkovavaji kontakt mezi burikami. Spadaji sem podskupiny
integrind, selektinti, mucing, atd.
MHC glykoproteiny: Povrchové glykoproteiny vaZici na své extracelularni &asti
peptidové fragmenty proteinti produkovanych buitkou (MHCgp Ltfidy), respektive
buiikou pohlcenych (MHCgp IlL.tfidy) a prezentujici tyto fragmenty ostatnim burikam.
Komplementové receptory: Vazi slozky komplementu.
Povrchové enzymy: Membranové proteiny, jejichZ intracelularni nebo extracelularni ¢ésti
vykazuji enzymovou aktivitu (pfevaZné receptorové kinazy nebo membranové fosfatazy
skupiny CD45).
Fc-receptory: vazi Fc-€asti imunoglobulini.
Transportni proteiny: Spadaji sem membrianové pumpy a kanaly zprostfedkovavajici

transport molekul pfes membranu

1.1.2.1. Povrchové proteiny lektinového typu

Jednou z rodin (rodina z ahruje 1atky podobné aminokyselinové se kvence a tudiZ i
prostorové struktury) povrchovych a rozpustnych proteind jsou i lektiny. Tyto latky
specificky rozpoznévaji a reverzibilné vaZou uréité sacharidové struktury. Tato vazba je
vedena pies specifickou sacharid vazici doménu (CRD, z anglického ,,Carbohydrate-

Recognition Domain*). Ackoli kazda ztéchto CRD vaze svij specificky ligand, je
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celkova vazebna schopnost lektinu do znaéné miry urlena tim, sjakymi dal$imi
doménami se CRD kombinuji. Navic je velmi €asté, Ze dochazi ke shlukovani vice CRD
v ramci molekuly lektinu, coZ ovliviluje i afinitu vazby k sacharidtim.

Nazev lektin pochazi z latinského slova ,,legere = zvolit si“ a byl navrZen v roce 1954
americkym imunologem Boydem. Lektiny jsou v soufasné dobé déleny do Sesti
zakladnich skupin:

Lektiny C-typu: vazba ligandi zavisi na ptitomnosti Ca>* ionti.

Lektiny I-typu: CRD imunoglobulinového typu.

Galektiny: diive lektiny S-typu, vaZi B-galaktosidy.

Pentraxiny: podjednotky tvoii pentamery.

Lektiny P-typu: vazi glykoproteiny obsahujici manoso-6-fosfat.

Lektiny L-typu: CRD homologni s rostlinnymi lektiny leguminéz.

Toto d&leni oviem neni absolutni, nebot’ jsou stale objevovany dalsi latky spadajici do
lektinové superrodiny, z nichZ nékteré se nedaji zafadit do Zadné z uvedenych Sesti
skupin. Vyznamnou ulohu v imunologickych studiich maji i nékteré rostlinné lektiny, jako
napiiklad konkanavalin A (ze semen bobovité rostliny Canavalia ensiformis) nebo
fytohemaglutinin (ze semen fazole — Phaselous vulgaris), které pisobi na lymfocyty jako
silné mitogeny.”

Jednou z nejvyznamnéjSich rodin Zivodi$nych lektind jsou lektiny typu C. Zakladni
charakteristickou vlastnosti téchto molekul je, Ze jejich vazebna aktivita je zavisld na
ptitomnosti Ca?* iontd. Odtud pochazi i jejich jméno (z anglického Ca®*-dependent
lectins). Tyto lektiny se nachéazeji v krevnim séru, extracelularni matrix a na membranach,
kde plni mnoho fyziologickych funkci. Hlavnimi zastupci této skupiny jsou molekuly
NKR-P1, CD69, Ly49 a NKG2/CD94, exprimované piedev$im na NK burikach.

1.2. Protein NKR-P1

Molekula NKR-P1 (téZ oznaCovana jako CDI161) je povrchovy leukocytarni
glykoprotein II. tfidy (jeho C-konec je orientovan extracelularng), vyskytujici se na NK
butikach, monocytech, T bun&nych subpopulacich a thymocytech.> Patfi do rodiny
lektinti typu C, nebot’ ve svém fetézci obsahuje CRD domény s vazebnou schopnosti
zavislou na ptitomnosti Ca®* iontd. A&koli fyziologicky ligand pro tento receptor neni

dosud znam, byla zjidténa vysokoafinitni vazba na N-Acetyl-D-Glukosamin (GlcNAc)*.

12



Na bunééném povrchu je molekula

COOH COOH
NKR-P1 prezentovana jako disulfidicky vazany
. c © homodimer s podjednotkami o velikosti
:I [ 30kDa.’ M4 adhezni, signalizaéni a aktiva&ni
c c funkci na povrchu NK bunék, které po aktivaci
© © spoustéji cytotoxické mechanismy a uvoliuji
Vg:j g?_ IFN-y. U potkani bylo identifikovano S3est
\}cc ' ‘cc/\7 homolognich genti pro NKR-P1 s oznagenim
] [ NKR-P1 (A, B, C, D, E a F).6"8910
GG

4— Obr. 2.: Schematické zndzorn&n{ povrchového receptoru
NKR-P1 s vyznagenim disulfidickych vazeb (plné &éra -
vyznaCeni disulfidické vazby v ramci podjednotky,

tekovanad &ara - vyznafeni disulfidické vazby mezi
NH, NH, podjednotkami).

NKR-P1 receptor je oznalovan jako NK bunéény aktivaéni antigen. Pfi kontaktu s
cilovou buiikou dochazi k pfenosu signdlt jak aktivacnich (NKR-P1, CD69, atd.), tak
inhibi¢nich (MHCgp-receptor). V NK buiice poté dojde k vyhodnoceni téchto signélti a v
zavislosti na povaze vysledného signalu dochazi budto k aktivaci cytotoxickych a
degranulaénich mechanismi, ¢i opusténi cilové buriky (v nékterych ptipadech miZe dojit i

k inaktivaci, trvalé anergizaci, ¢i apoptotické smrti NK buiiky).

1.3. Uloha NK bunék v protinadorové imunité

NK buriky tvofi prvni linii obrany proti vnéj$im patogentim, stresovanym, nadorovym
nebo jinak pozménénym buiikdm. Jsou to lymfocyty pfirozené imunity, které se podileji
na homeostéze organismu a plni rizné biologické funkce, v¢etné rozpoznini a nasledného
znieni bungk infikovanych a transformovanych.'' Neaktivované NK buriky cirkuluji v
periferni krvi, ale po aktivaci cytokiny jsou schopné extravazace a infiltrace do vétSiny
tkani, které obsahuji patogeny infikované & maligni buitky.'>'*'*!> Dile jsou schopné
produkovat nékteré cytokiny, napf. IFN-y po interakci povrchovych receptord s ligandy.

NK buiiky jsou schopné zni¢it cilovou butiku nékolika riznymi mechanismy:

Exocytoza granuli: je mechanismus pii némZ NK burtika po obdrZeni pozitivniho

signélu z povrchovych receptorti uvoliiuje cytoplasmatické granule, obsahujici perforin a
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granzymy (serinové proteazy), smérem k cilové butice. Perforin vytvoii péry v membran¢

NK activating
receptor

Granule exocytosis
{mediated release of
perforin and granzymes)

cilové buiiky a umoZni tak
granzymim proniknout do
cytoplasmy cilové buiiky:

Obr. 3. Schematické
znazorn&ni exocytézy granuli
NK buitkkou, po aktivaci
signalem z aktiva¢niho
povrchového receptoru.

Receptorovd cesta: je mechanismus pti kterém NK builka vyuziva kontaktu riiznych

receptorti, které exprimuje na svém povrchu. Jedna se pfedevsim o ligandy tzv. TNF-
rodiny (z angl. Tumor Necorsis Factor): CD95 ligand (FAS ligand), TNF a s TNF
ptibuzny apoptézu indukujici ligand TRAIL (z angl. TNF-Related Apoptosis Inducing

.v

: Tk
TRAILR
{DR4 and DR5)

Ligand), které dokazi pfi
spravné funkci indukovat
apoptézu cilové nadorové
bunky:

Obr.  4.': Schematické
znazornéni receptory vyvolané
apopt6zy NK butikou.

Cytokinovd cesta: je mechanismus, pfi némZ aktivovand NK burika uvoliiuje IFN-y,

ktery ma nejen vliv na potlageni vird a jinych patogent'’, ale soutasné vyzkumy ukazuji,

ze se také ucastni efektorovych mechanismi proti niddorovym metastdzdm a proti

Induction of MHC molecules
Anti-angiogenic effect
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chemicky indukovanym

sarkomtm'®:

Obr. 5.16. Schematické
znazomnéni efektu IFN-y na
cilovou buiiku uvoliiovaného
aktivovanou NK buiikou.



1.4. Nadorova onemochnéni

Vlastni nadory je moZné rozdélit podle zhoubnosti na benigni a maligni. Benigni
(nezhoubné) nadory jsou izolované od okolni tkané a nejsou proto schopné rozsifovat se
do okolnich tkani ¢i neomezené rust. Maligni nadory jsou naopak charakteristické svym
nekontrolovatelnym ristem, prinikem do okolnich tkani a rozsevem do vzdalenych
organt (tzv. tvorba metastaz). Takto se malé shluky nadorovych bun€k dostavaji krevnim,
¢ lymfatickym fe€istém do jinych &asti organismu, kde davaji vznik sekundarnim
nadorovym loZisktm."

Maligni nadory klasifikujeme podle tkani, ze kterych vznikaji. Karcinomy maji
endodermalni ¢i ektodermalni pivod, sarkomy mezodermdlni, a lymfomy a leukemie
vznikaji z hematopoietickych bungk kostni dfeng.?

Nadorové bujeni je disledkem narudeni regulaénich procest, které uréuji, zda buiika
zistane v klidovém stavu, nebo zda prob&hne proliferace, diferenciace, popiipadé
apoptoticka smrt*! (programovana buné¢na smrt). Toto naruSeni je obvykle vyvolané
mutacemi v tzv. onkogenech nebo antionkogenech, které za normélnich podminek kéduji
signaliza¢ni molekuly, transkripéni faktory, nebo molekuly regulujici adhezivitu bunék ¢&i

apopt(')zu.2

1.4.1. Unik nadord imunitnimu dohledu

Vznik nadorového bujeni je vysledkem uniku nadorovych bunék pfed imunitnim
dohledem. Existuje n€kolik mechanismi, které to umoZiiuji.

Neékteré protilatky vytvofené proti nadorovym antigenim mohou mit paradoxné
stimulyjici efekt na rist nadoru, at’ uZ pii pasivni ¢i aktivni imunizaci pokusného zvifete.
Svou vazbou na specifické nadorové antigeny mohou tyto protilatky také nadorovou
buiiku "maskovat" pfed rozpoznanim imunokompetentni butikou. Protilitka miZe také
tvofit imunokomplex s pfislusnym nadorovym antigenem a blokovat tak aktivitu NK
buné€k ¢i makrofagli vazbou na jejich Fc receptory.

Dal$im mechanismem obrany nadorové buiky vi¢i imunitnimu aparatu je jeji
"neviditelnost" pro imunokompetentni buiiky. Toto je zapfi¢inéno vznikem mutantnich
forem postradajicich specificky nadorovy antigen, vlivem zna¢né variability, které
nadorové buiiky podléhaji. SniZenim, popi. Gplnou ztratou exprese MHCgp 1. tfidy se
mnohé nadory brani rozpoznéni cytotoxickymi T lymfocyty (CTL).
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Zvysena syalizace a tzv. ,aberantni glykosylace” povrchu nadorovych bun€k mize
vést k zamaskovani nékterych epitopi specifickych nadorovych antigent, rozpoznavanych
imunokompetentnimi burikami.

Neékteré nadory jsou schopné produkce faktord, které blokuji vlastni imunitni odpovéd’
organismu - rozpustné formy nadorovych antigeni, adenozinti ¢i cytokind s inhibi¢nim

ti¢inkem (napt. TGF-B, IL-10).%

1.5. Bunééna signalizace

Pro udrZeni homeostazy organismu je dulezité, aby byly butiky imunitniho aparatu
v neustalém kontaktu se svym okolim. Toho je docileno mezibun€énym pifenosem
informaci ve form& secernovanych molekul (hormond, cytokinli, mitogend,
neurotransmiterd a dalsich) a schopnosti pfijimat a déle $ifit tento signal. Mistem u€inku
extracelularnich signalnich molekul jsou pfevaZzné¢ membranové, receptor-efektorové
systémy, ale také byly popsany mechanizmy priiniku lipofilnich latek pfes membranu do
nitra buiiky, kde se vazi pf{imo na cytoplazmatické receptory. Zde nasledné probihd
pfeména vné&jsiho signalu na intracelularni, tzv. transdukce signalu. Vazba antigenu vede
ke zmé&€nadm prostorového uspofadani povrchového receptor-efektorového systému (tyto
zmény jsou &asto dany agregaci vétsiho poctu receptori nebo né€kolika domén jednoho
receptoru). V buiice dochazi vlivem téchto zmén k vytvofeni signalni molekuly nebo
k akumulaci n&kterych ionti, které jsou zodpovédné za spusténi signdlni kaskady a
nasledné bunééné odpovédi na zevni podnét. Pienos signdlu uvnitf buiky zajist'uji tzv.
druzi poslové (second messengers - prvnim poslem je endogenni ligand), mezi které patfi
cAMP, cGMP, metabolity fosfatidylinositolu (zejména diacylglycerol a inositoltrisfosfat,
dale jen DAG a IP3) a kyseliny arachidonové. Druzi poslové pak spousti dal$i signalizaéni
drdhy uvnitf buiiky, nejéastéji ve formé fosforyladnich kaskad, které vedou k findlni
specifické genové expresi jaderné DNA. Tim je také zajisténa specifickd odpovéd’ buiiky.

V sou€asné dob€ jsou popsany tfi zdkladni mechanizmy zprostiedkujici pifenos
signdlu. Dva z nich popisuji transdukci zprostfedkovanou receptorem, ktery je pfimo
napojen na efektorovy systém. Jednd se o receptory aktivujici kanaly pro pfenos
anorganickych ionti (Ca?*, Na*, K a CI) a receptory spfaZené s proteinkindzami
(receptory hematopoetinové, napt. IL-2Rp a y, IL-3a a B, IL-4, IL-5a, IL-6, IL-7, IL-9,

IL-12R- a interferonové).”> Ptikladem iontového kanalu je nikotinovy cholinergni
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receptor, ktery vytvaii Na'a K* kanal. Za pfenos signlu je zodpovédna zména iontového

sloZeni v nitru buriky a membranového potencialu.

1.5.1. Signalizace zprostiedkovana proteinkinazami

Kinazy asociované pifimo s receptorem jsou ve vét§in€ pfipadii tyrozinové
proteinkinidzy (PTKs). V cilovych proteinech fosforyluji tyrozinové zbytky. Né&které
receptory samy vykazuji kinazovou aktivitu, vét§inou se vSak jednd o pfidruZené
molekuly postradajici transmembranové a extracelulami domény charakteristické pro
receptory. VSechny tyrozinové proteinkinazy maji sekvenéné homologicky tsek o délce
zhruba 300 AMK, ktery podmifiuje vlastni katalytickou aktivitu a oznaduje se jako
kindzovéd doména. Nereceptorové tyrozinové kinazy situované v bunééné membrané se
déli do ti rodin:

Proteinkinadzy rodiny Src: Patii sem kindzy Csk, Fgr, Fyn, Hck, Lck, Lyn, Src, Yes a
Yrk. Do plazmatické membrany jsou zakotveny myristylaci. Katalytickou schopnost této
rodiny zprostfedkovavaji domény SH2, SH3 a kinazovou doménu SH1. SH2 a SH3 slouzi
k zachyceni specifické AMK sekvence a doména SH1 vykazuje samostatnou fosforyla¢ni

aktivitu. Src proteinkinazy

Kys. myristova jsou schopny asociace
N-konec s receptory a maji vlastni
P-Tyr505 . ..

SH3 / kinazovou aktivitu.
sz ¢ Co45 Obr. 6..% Struktura a regulace
3 aktivity PTKs (zde Lck).
Csk DosaZeni plné aktivace (stav C)
dochazi vlastni autofosforylaci
doména (SHT) pozitivng regula¢niho tyrozinu
obliz aktivniho centra

A B c P

enyzmu.

Proteinkinazy Janusovy rodiny: Jsou nazyvany i jako kindzy rodiny Jak. Typickymi
zastupci jsou Jakl, Jak2, Jak3 a Tyk2. Na rozdil od Src-kindz neobsahuji SH2 a SH3
domény, ale pouze doménu tyrozinkinazovou. Jsou pfimo aktivovany receptory pro
interferon. Tyto receptory pak fosforyluji, coz umoZiuje nasledné navazani dal3ich

signalizaénich faktord pfimo na receptor.
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Rccomor\ n / Receptor
PRROTRTYRRCS | REORRTRRCRACRACR
oB84884BUa8 SHABHARUABSBRES

@ Obr. 7.7 Schéma signalizace cytokinovymi

receptory (agregace indukovana cytokinem,

Dirmar fosforylovanych Stat fosforylaéni aktivace asociovanych kinaz
j skupiny Jak, fosforylace transkrip&nich
Raguiace transkripce faktortl skupiny Stat).2

Proteinkindzy rodiny Syk: Patii sem proteinkinazy Syk a ZAP-70. Jako jediné
z uvedenych tfi rodin nejsou myristylovany. Ve své struktufe obsahuji dvé SH2 domény.
Signélni drahy vedouci k cytotoxické vykonné funkci efektorovych bun¢k a v nich

zapojené piisluiné proteinkindzy zndzortiuje nasledujici obrazek:

Obr. 8.:* Srovnani
ADCC (vlevo) a
ptirozené bun&éné
cytotoxicity (vpravo) a

jejich ptisludnych

signalnich drah,
vedoucich k polarizaci a
naslednému  uvolnéni
cytotoxickych granuli.

1.5.2. Signalizace zprostiedkovana trimernimi G-proteiny

Nékteré receptory vyuZivaji k transdukci signalu GTP-vazajici proteinové struktury
nazyvané G-proteiny. Jednd se o proteiny, které se vyznaluji GTPazovou aktivitou

v inaktivnim stavu vazi GDP a aktivuji se jeho vyménou za GTP. G-proteiny jsou
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lokalizovany v plazmatické membrané a vazba GTP (tedy jejich aktivace) je umoZnéna
konforma¢nimi zménami v intracelularnim fetézci pfidruZzeného receptoru po agregaci s
antigenem. Strukturné se profiluji ve dvou typech s odli$nou funkci i mechanismem
pisobeni na monomerni a trimerni G-proteiny. Molekula monomemniho G-proteinu
proteiny, napiiklad p21™, vyznamny inhibitor cyklin-dependentnich proteinkiniz (jednim
z biologickych projevii této inhibice je zbrzdéni vstupu buiiky do G1-faze bunééného
cyklu).>* Membranovy signalni komplex se sklada z receptoru, G-proteinu a efektoru.
Regulaéni G-proteiny zastavaji funkci pfenaSece - signal pfenaseji na efektorové systémy
véetn€ enzymu katalyzujicich tvorbu druhych posli jako adenylatcyklaza, kinazy,
fosfolipazy a iontové kanaly.?>*®

Strukturné se jedna o heterotrimery sloZené z podjednotek a, B a y. Guanosinnukleotid
je vazan na podjednotce o, kterd je také zodpov&dna za pfenos signélu, i kdyZ mirna
transdukéni aktivita byla zjisténa i u dimeru By. Nekovalentné vazany dimer By slouzi
pfevazné jako strukturni jednotka vazici v inaktivnim stavu G-protein na bunéénou
membranu a zprostfedkujici kontakt s receptorem. Receptory spfaZené s G-proteiny
exprimované na povrchu bunék jsou nejéastéji glykoproteiny III. t¥idy, tedy molekuly
s extracelularnim N-koncem a intracelularnim C-koncem, prochazejici nékolikrat

(obvykle sedmkrat) plazmatickou membranou.”’

GPCR
o

Obr. 9.: Znazornéni signalnich drah, vedoucich od receptorii sptaZenych s trimernimi G-proteiny aZ k vlastni

regulaci exprese genti.

Vazebné misto pro ligand je tvofeno N-koncem a miZe se na ném podilet i
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transmembranovy segment, respektive miZe byt tvofeno pouze transmembranovym
segmentem. Malé ligandy se vaZi na transmembranové helixy (TMH), peptidy vyuzivaji
k vazb& na receptor extracelularni smy¢ky i TMH a vazebné misto pro polypeptidy
spoluvytvat N-konec, extracelularni smy&ky i TMH.?® V sou¢asné dob& byly trimerni G-
proteinové struktury rozpoznany i v signalnich komplexech receptorti lektinového typu.®

Trimerni G-protein je aktivovan konformaéni zménou intracelularni ¢asti receptoru po
vazbé antigenu. Toto nové prostorové uspofadani umozni vyménu guanosinnukleotidu na
a-podjednotce. Vazba GTP vyvola stérické pnuti v molekule, které vede k disociaci
proteinu na o-protomer a dimer Py. Tim je zahajen pfenos signalu. a-protomer nasledné
putuje po vnitfni strané plazmatické membrany, dokud neni rozpoznan efektorem.
Efektory jsou pfevazné enzymy s vysokou substratovou specifitou. Vazba piislusného
typu podjednotek o vyvola jeho aktivaci a dochazi tak k pfedani signélu, nej€astéji ve
form¢ druhych posli. Vlivem GTPazové aktivity o- protomeru za nékolik sekund
zhydrolyzuje GTP na GDP a uvolni se tak misto pro vazbu na protomery 3 a y. Tato
vazba probihd samovoln¢ a vysledkem je opét trimerni G-protein v inaktivnim stavu.
Regulace G-proteind probiha pravé v tomto guanosinnukleotidovém cyklu.'”'® Stav, kdy
je sniZena schopnost G-proteinu odpovidat na vazbu agonisty na receptor, nazyvame
desenzitizaci’®. Desenzitizace miZe byt zpisobena fosforylaci komplexu receptor-
agonista specifickou receptorovou kinazou. Fosforylace zabrariuje asociaci receptoru se
signalizaénimi proteiny nebo umoZiiuje vazbu proteinu, ktery piisobi jako blokator.*
Kindzy receptori asociovanych s G-proteiny mohou byt regulovany i hladinou B-y
dimeru. Receptory mohou nespecificky fosforylovat také kindzy zévislé na druhych
poslech, PKA a PKC.*! DileZitou roli hraji také RGS proteiny (regulatory G-proteinové
signalizace), které urychluji hydrolyzu GTP a-podjednotkou a tim tvofi soucast procesu
desenzitizace.*

V3echny tfi typy podjednotek trimernich G-proteinti se vyskytuji v né€kolika odlisnych
formach. Dnes je identifikovano jiz 27 podjednotek o, 5 B a 14 y jejichZ kombinacemi je
zajisténa G-proteinova riiznorodost.”® P odle p odobnosti aminokyselinové s ekvence b yly
navrZeny &tyfi zakladni rodiny G-proteint: Gas, Gaq, Gai a Goujz. Vzhledem k tomu, Ze
nejvyznamnéjsi slozku téchto proteini tvoii podjednotky Go (funk&nich projevy
prenaSeného signalu zavisi pravé na konkrétnim typu Ga-podjednotky), jsou G-proteiny
oznafovany podle nich. Ga, stimuluji adenylatcyklazu a v yvolavaji akumulaci d ruhého

posla cAMP, Gag aktivuji  fosfolipAzzu CPB,coZ vede k hydrolyze
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fostatidylinositolbisfosfatu a vzniku druhych posli DAG a IP;, Go; inhibuji
adenylatcyklazu, pasobi tak proti Gos a Goyz podporuji vyménu ionti a zmény v
cytoskeletu. V NK butikach, které jsou pfedmétem zdjmu naSeho vyzkumu jsou
produkovany pfevaZzn& tyto typy podjednotek Go: Gos, Gog, G, Goy (jejichZ aktivita
souvisi s funkei iontovych kanald pro Ca**,Cl" K*) a Ga,, které byly objeveny pozd&ji nez
ostatni podjednotky. Funk&nimi projevy Gaz-proteinti je inhibice produkce cAMP,
bun&éné proliferace a indukce cytotoxické aktivity pfirozenych zabijedd. Clenové
jednotlivych rodin se navzajem odliSuji také podle citlivosti k riznym bakteridlnim
toxinim (coZ také hralo velkou roli pfi jejich studiu, kde byly vyuZivany jako specifické
inhibitory). Proteiny rodin Goq, Ga,;, a typu Goz nejsou citlivé na Zadné bakteridlni
toxiny, oproti tomu Gas jsou citlivé na cholera toxin a Gai, Goo na pertusis toxin.>*

BliZ§i podrobnosti k jednotlivym rodinam a jejich zastupciim jsou uvedeny v tabulce ¢.1.:

Skupina Mr % AMK | Tkatlové Efektor - funkce
podjednotek | (kDa) | shodnosti | distribuce
Gas
Oys) 44,2 100 fada tkéani stimulace adenylatcyklazy
) 45,7 tada tkani stimulace Ca’* kanald
inhibice Na* kanald
it 44,7 88 olfaktorni neuroepitel stimulace adenylatcyklazy,
regulace Ca’” K" a Na' kanali
Gai
Qi 40,3 100 témé&F viude inhibice adenylatcyklazy
o 40,5 | 88 fada tkani stimulace K* kanal&
o 40,5 94 témét viude stimulace fosfolipazy A,
o 400 |73 mozek inhibice Ca®* kanald
Oop 40,1 73 mozek inhibice adenylatcyklazy
ay 40,0 | 68 ty¢inky v sitnici stimulace cGMP
t
o 40,1 68 ¢ipky v sitnici regulace fosfodiesterazy
12
o 40,5 67 chutové pohérky
g
40,9 |60 mozek, nadledvinky, | inhibice adenylatcyklazy
o, krevni desti¢ky
Gagq
o, 42 100 témef viude
o 42 88 témef viude
s 41,5 79 plice, ledviny, jatra stimulace fosfolipazy
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os 43 57 B-lymfocyty,

buitky myeloidni fady
06 43,5 58 T-lymfocyty,

buitky myeloidni fady
Gall ,
ap 44 100 fada tkéani
o 44 67 fada tkéani

Tab.1.: Klasifikace a-podjednotek G-proteini, jejich vyskyt a funkce.

Signalizace zprostfedkovand trimernimi G-proteiny se uplatiiuje i u nékterych
aktivaénich lektinovych receptori lymfocyti (naptiklad proteiny Goo tvofi soulast
signalnich drah receptoru NKR-P1).

1.5.3. Uloha G-proteinu v signalizaénich mechanismech bunééné
cytotoxicity

Buné&é&nou cytotoxicitu miZzeme v zasadé rozdélit na dva druhy, podle udalosti které ji
predchazeji.

Protilatkove zprostiedkovana bunééna cytotoxicita (ADCC - Antibody Dependent Cell
mediated Cytotoxicity) vyZaduje piedchozi aktivaci efektorové buriky a pifitomnost
specifickych protilatek, které po navazani na antigenni struktury cilové buiky reaguji s
nizkoafinitnimy FcyRIIIA receptory NK buitky.>® FeyRIIIA je multimerni receptorovy
komplex obsahujici intracelularni ITAM motivy (Immunoreceptor Tyrosine-based
Activation Motifs), které jsou zodpovédné za intracelularni hromadéni druhych posla po
vazbé na Fc doménu imunoglobulinu a nasledné vyvolani cytotoxicity.>®

Pfirozena cytotoxicita je schopnost NK buiiky vyvolat protinddorovou ¢i antivirovou
odpovéd bez predchozi senzitizace a bez ptitomnosti protilatky.*® Oproti ADCC, p#i
pfirozené cytotoxicité nebyl identifikovan samostatny receptor, ktery by za ni byl
zodpovédny. Jednd se ziejmé o vysledek signalizace nékolika rtiznych receptori a
kostimula¢nich molekul. Naptiklad molekula NKR-P1, NKT-R, a jiné jsou zapojeny do
rozvoje urditych forem NK bun&&né zprosttedkované cytotoxicity.””” *® Dosud provedené
studie demonstruji, Ze aktivace PTK, PLC-katalyzované uvolnéni DAG, IP; a zvySeni
koncentrace Ca®* iontl, patfi k ¢asnym udalostem b&hem vétSiny forem pfirozené
cytotoxicity.

Zatimco G-proteinova podjednotka Goaq stimuluje aktivitu PLC a Gas stimuluje
aktivitu adenylatcyklazy (tvorba cAMP - ovlivnéni cAMP-dependentnich kinaz), ¢imz
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obé pozitivn€¢ ovliviluji vyvoj cytotoxického uéinku, subjednotka Gai tuto stimulaci
potlacuje.

23



2. EXPERIMENTA LNi CAST

2.1. Material

2.1.1. Pouzité chemikalie

. Glykodendrimery:

o PAMAM-GIcNAcg
. Monoklonalni Protilatky:
o  Mouse anti-Rat CD3-FITC
o  Mouse anti-Rat CD4-PE-Cy5
o Mouse anti-Rat CD8a-PE
o  Mouse anti-Rat CD8b-FITC
o  Mouse anti-Rat NKR-P1A-biotin
o  Anti-biotin Streptavidin-PE-Cy7

° Polyklonalni protilatky:

o Rabbit anti-Gogy;

o Rabbit anti-Gog

o Rabbit anti-Gay; »

o Rabbit anti-Gay

o HRP-F(ab‘)2-Goat-Anti Rabbit IgG (H+L)
. Ostatni chemikalie:

o Amphotericin B (Fungizone)

o APS

o Azid sodny

o BSA

o DTT

o ECL systém

o EDTA

o  Ethanol (EtOH)

o  Ethidiumbromid

o  Fenol

o  Fetalni teleci sérum

o  Ficoll 400
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- Pharmingen, USA
- Pharmingen, USA
- Pharmingen, USA
- Pharmingen, USA
- Pharmingen, USA
- Pharmingen, USA

- Doc. H. Kovdru, Brno
- Doc. H. Kovari, Brno
- Doc. H. Kovdri, Brno

- Doc. H. Kovaru, Brno

- ZYMED, USA

- Squitt, CH
- Sigma, USA

- Sigma chemical Co., USA
- Sigma chemical Co., USA

- Fluka, SRN
- Amersham, USA

- Jersey Lab Supply, USA

- Lachema, CZ

- Sigma, USA

- Sigma, USA

- BioClot Ltd., SRN

- Sigma chemical Co., USA



o Gentamycin - Lek Pharmaceutical and Chemical Comp., SR
o  Glukosa (25%) - UMG, Praha CR
o  Glycerol - Sigma, USA
o H,0; - Sigma, USA
o Heparin - Léciva, CR
o  Chloroform - Merck, SRN
o KH,PO, - UMG, Praha CR
o  Kultivaéni médium RPMI 1640 - UMG, Praha CR
o L-glutamin - UMG, Praha CR
o Médium H-MEMd - UMG, Praha CR
o NaCl - UMG, Praha CR
o NaHCO;, - UMG, Praha CR
o NaHPO, - UMG, Praha CR
o Na-pyruvat - UMG, Praha CR
o  PI(propidium jodid) - Molecular Probes, USA
o PMSF - Fluka, SRN
o  Telebrix N380 - Léciva, CR
o  Trizma base (TRIS) - Merck, SRN
o  Tirktv roztok - Sigma Chemical Co., USA
o Tween20 - Lachema, CR
o  Zelatina - Sigma Chemical Co., USA
o  P-merkaptoethanol - Sigma, USA

(Pouzité chemikalie byly &istoty p.a., popfipadé nejvyssi komeréné dostupné Eistoty)
2.1.2. Roztoky a média

e Blokovaci pufr ELISA: 1% BSA v PBS

e Cholatovy pufr: 20mM TRIS, 25mM NaCl, 2mM DTT, 1mM EDTA, 0.5mM
bezamidine HCI, 0.5mM PMSF, 10mg/ml cholatu sodného, pH=8.0

e Deélici médium Ficoll-Telebrix (F-T): 8% Ficoll + 6,8% Telebrix v poméru 24:10

o ELISA pufr B: 200mM TRIS, 250mM NaCl, 100mM EDTA, pH=8.0

o FACS - roztok: PBS + 0,1% Na-azid + 0,2% Zelatina

e Hypotonicky roztok: S0mM TRIS, 2mM DTT, 1mM EDTA, 0.5mM bezamidine HCI,
0.5mM PMSF, pH=7.4
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o H-MEMd médium: H-MEMd 10x fedéné TK H,O + 50mg/1 gentamycin, pH upraveno
na 7,2 pomoci 7,5% NaHCO;

o Kultivacni médium RPMI 1640 s 10% FTS: RPMI 1640 5x fedéné tkH,O + 2mmol L-
glutamin + 0,011% Na-pyruvat + 20umol B-merkaptoethanol + 20mg/1 thiamutin +
25mg/1 Amphotericinu B + 50mg/l gentamycin + 10% FTS, pH upraveno na 7,0-7,3
pomoci 7,5% NaHCO;3

e PBS: 140,0mM NaCl + 2,7mM KCl + 10,0mM Na,HPO, + 1,8mM KH,PO,, pH=7,2

e PBS-T: 1 0mM N a,HPO,, 1 50mM N aCl, 2mM KCl, 2mM KH,PO4, 1% T ween 20,
pH=7.4

e 7K H,O: tkétiova voda. Deionizace vysokoafinitnimi filtry (R=18MQ).

e Tiirkiv roztok: 3 x nafedén v TK vod¢

e Uhlicitanovy pufr: 0.1M NaHCOs, pH upraveno 0.1M Na,COj; na hodnotu 9.6

2.1.3. Spotfebni material a pouzité pristroje

Automatické pipety (1-10, 2-20, 20-200, 200-1000ul)  Gilson, USA

Centrifuga MPW-365 Mechanika Precyzyjna, Polsko
Centrifuga OTD Combi Sorvall,

Centrifuga Shelton Scientific USMC13 Mars Biomedical Product,USA
Chladni¢ka Skandiluxe, Dansko

DC Power Supply SP100-400V/0,2A S Power s.r.0., Slovensko
Electrophoresis Power Supply EPS 500/400 — zdroj Pharmacia, USA

napéti

ELISA reader Tecan Spectra, USA

FACS Sort, FACS Vantage SE Becton Dickinson, USA

LAS reader Fuji, Japonsko

Magneticka michacka Lab. pfistroje Praha, CR
Mrazci box (-80°C) Revco, USA

Mrazici box (-20°C) Zanussi, Italie

Mikrotitraéni desticky High Binding s kulatym dnem  Costar, USA
Mikrotitraéni desticky Medium Sorb s rovnym dnem  Nunc, Déansko
Opticky mikroskop Meopta, CR
pH metr ®200 Beckman, USA
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Piedvazky HF1200G AND, USA

Sterilni box Jouan, Francie

Ultrazvukova sonda (Ultrasonic Homogenizer 4710 Cole-Parmer Instrument Co.,

Series) USA

Vahy Precisa 125 A SCS Precisa  Instruments AG,
Svycarsko

VN regulovatelny zdroj 3kV, 200mA Dilny CSAV, CR

Vodni lazen MLW Priifgerite, NDR

Vortexovy mixér Sigma, USA

2.1.4. Bunééné linie

o C6 - potkani gliomova linie, syngenni pro kmen potkanti Wistar

o B16/F10 — mysi melanomova linie, syngenni pro kmen mysi C57/BL6

o IC21 - mysi makrofagova NKR-P1 dependentni nadorova linie, syngenni pro
kmen mysi C57/BL6

2.1.5. Experimentalni zvirata

o Wistar — potkani kmen, outbredni samci, vaha cca 300g, Anlab, Praha
o C57/BL6 — my3i kmen, inbredni samci, véha 25-30g, FgU AVCR, Praha

2.2. Metody

2.2.1. 1zolaéni postupy

2.2.1.1. Izolace slezinnych bunék

Po usmrceni pokusného zvifete byla slezina odebrana do 5ml sterilniho média H-
MEMdA. Poté byla slezina homogenizovana pistem injekéni stiikacky ve sterilnim sitku a v
prubéhu homogenizace promyvana malymi mnoZstvimi sterilniho H-MEMd. Filtrat byl
poté centrifugovan pii 200x g, teploté 22°C, zrychleni 9, po dobu nékolika sekund pro
oddéleni hrubych, nezhomogenizovanych &asti tkang. Odebrany supernatant obsahujici
splenocyty byl centrifugovan pfi 200x g, teploté 22°C, zrychleni 9, po dobu 10 minut. Po
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odstranéni supernatantu byly sedimentované splenocyty resuspendovany v Sml
kultivaéniho RPMI 1640 s 5% FTS.

50ul bun&né suspenze bylo 20x nafedéno v Tiirkové roztoku a splenocyty byly
spoéitany pod mikroskopem v Biirgerové komurce. Pfislusny pocet bun€k byl poté
oddélen pro kultivaci (kap. 2.4.2.), FACS analyzu (kap. 2.4.3.) ¢i cytotoxické testy (kap.
244).

2.2.1.2. Izolace nddorovych bunék

Nadorové tkan& byly pfevedeny do Sml hypotonického roztoku obsahujiciho
inhibitory proteinaz. Tkan Byla homogenizovana v homogenizitoru Elwehjem-Potterové
pfi teploté¢ 4°C a poté centrifugovana pii 200x g, teploté 4°C, zrychleni 9, po dobu
n€kolika sekund pro oddéleni hrubych, nezhomogenizovanych ¢asti tkdn€é. Oddéleny
supernatant obsahujici nadorové buriky byl centrifugovan pfi 200x g, teploté¢ 4°C,
zrychleni 9, po dobu 10 minut. Sediment byl poté resuspendovan v 10ml hypotonického

roztoku.

2.2.1.3. I1zolace buné¢nych membran

Buné&&na suspenze byla po pfipadné kultivaci (kap. 2.4.2.) pfevedena do 15ml kyvet a
centrifugovana (200x g, 22°C, zrychleni 9, 10min). Buiiky byly pfevedeny do 10ml
hypotonického roztoku jehoZ zékladem je S0mM TRIS, pH=7,4 a inhibitory protedz
(PMSF, benzamidin-HCl). V tomto roztoku byly tfikrat promyty v 10ml hypotonického
pufru a nasledné homogenizovany ve 3ml hypotonického roztoku pisobenim ultrazvuku o
amplitudé¢ 20U pftistroje Ultrasonic Homogenizer od firmy Cole-Palmer Inst. Sonikace
probihala opakované v intervalech 5-6 sekund, dokud nebylo 80-90% buné&k rozbito.
Utinnost sonikace se priib&né kontrolovala po ka?dém intervalu v optickém mikroskopu.
Centrifugaci (200x g, 4°C, zrychleni 9, 10 min.) byla oddé&lena nuklearni frakce a zbylé
nerozbité buriky (sediment). Supernatant byl pfeveden do ultracentrifugaénich kyvet
znaCky Beckman a ultracentrifugovan (Sorvall OTD Combi, 40000x g, 4°C, zrychleni N,
20 min.). Vznikly pelet obsahoval mikrozomalni frakci tvofenou fragmenty

cytoplazmatickych membran.
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2.2.1.4. Cholatova extrakce membranovych proteini

Sediment, obsahujici cytoplazmatické membrany, byl resuspendovan v 1-2ml
cholatového p ufru, j ehoZ z dkladem je 20mM TRIS pH=8,0 a 2 5mM N aCl. Roztok byl
opét sonikovan pfi nizké amplitudé za chladu, dokud se pelet neresuspendoval a poté se
ponechal k extrakci pti 4°C pies noc. Ultracentrifugaci (Sorvall OTD Combi, 100000x g ,
4°C, zrychleni N, 60min.) byly oddéleny <&asti organel a fragmenty membran od
extrahovanych membranovych proteinti. Kone¢na proteinova frakce byla rozdélena do
né€kolika mikrozkumavek a uchovéna pti —80°C k dal$imu zpracovani. Pfed zamraZenim
bylo zkazdého vzorku odebrano 20ul suspenze ke stanoveni koncentrace proteind
metodou barveni BCA (béZnid komeréni souprava). Po obarveni roztokem BCA byla
koncentrace stanovena spektrofotometricky pfi 520nm oproti kalibra¢ni fadé€ roztoku BSA

o znamych koncentracich.

2.2.2. Kultivace bunék

2.2.2.1. Kultivace izolovanych splenocyti

Izolované splenocyty v koncentraci 5-10%ml byly kultivovany v kultivainim médiu
RPMI 1640 s 5% FTS s ptidavkem, nebo bez ptidavku anti-NKR-P1 Ab (2000x fedéni),
pti 37°C, po dobu 2hodin. Po skoneni inkubace byla provedena centrifugace (200x g,
22°C, zrychleni 9, 10min.) a sediment byl resuspendovan v 10ml hypotonického roztoku

(pfiprava pro izolaci membran).

2.2.2.2. Kultivace slezinnych tkani

Z odebrané sleziny byla odstiihnuta cca 1/3 tkané (cca lem®) a prevedena do 5ml
kultiva¢niho RPMI 1640 s 5% FTS s ptidavkem ¢&i bez pfidavku anti-NKR-P1 Ab (2000x
fedéni), a inkubovana pfi 37°C, po dobu 2hodin. Po skon€eni inkubace byly slezinné tkané
opatrné homogenizovany v 15ml kyvetidch pomoci sklen&né ty€inky a poté centrifugovany
(200x g, 22°C, zrychleni 9, po dobu nékolika sekund) pro odstranéni
nezhomogenizovanych ¢asti. Buné¢na suspenze (supernatant) byla poté centrifugovana
(200x g, 22°C, zrychleni 9, 10min.) a sediment resuspendovan v 10ml hypotonického
roztoku.
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2.2.2.3. Kultivace buné&¢nych linii

Nadorové bun&né linie C6 (potkani gliom) a B16/F10 (my$i melanom) byly
kultivovany v Petriho miskach v CO; inkubétoru pfi 37°C, 5% CO,, a 100% vlhkosti v
atmosféie v kultivaénim RPMI 1640 s 10% FTS. Kultury byly pasdZovany po 48 az 72
hodinach.

Pfi sledovani kratkodobého ucinku glykodendrimeru in vitro byla C6 linie kultivovana
za vy3e uvedenych podminek v ptitomnosti 1-10°M PAMAM-GIcNAcs po dobu 2 hodin.
Takto kultivované buriky jsou dale v textu oznaovany jako C6+GNs.

Pfi sledovani dlouhodobého uéinku glykodendrimeru in vitro byla C6 a B16/F10 linie
kultivovana za vy$e uvedenych podminek v ptitomnosti 1:10*M PAMAM-GIcNAcz po
dobu minimaln¢ 7 dni. Takto kultivované buriky jsou dale v textu oznaovany jako
C6/GNg.

Kultivované adherentni C6 a B16/F10 buriiky byly poté oddéleny ode dna Petriho
misky S3pachtli (popf. intenzivnim pipetovanim) a pfevedeny do 50ml kyvet a poté
centrifugovany (200x g, 22°C, zrychleni 9, 10min.). Sediment byl resuspendovan v 10ml

hypotonického roztoku a pfipraven pro izolaci membran.

2.2.3. Prutokova cytometrie

Znaceni a promyvani bun€k bylo provadéno v 96-ti jamkovych destickach s kulatym
dnem (zn. Nunclon). KaZdy vzorek (jamka) obsahoval 2-3:10° izolovanych bunék.
Centrifugace bunék (v desti¢ce) byla provadéna pti 400x g, 4°C, zrychleni 9, Sminut.

2.2.3.1. Znadeni bunék pro uréeni povrchovych znaki

Jednotlivé vzorky byly naneseny na desti¢ku podle pfislu§ného protokolu v mnoZstvi
2-3-10° bun&k na jamku. Destitka byla centrifugovéna (viz. vy3e), supernatant byl
rychlym vyklepnutim odstranén, pelety roztfepany (Vortex mixer) a resuspendovany ve
200ul (na vzorek) chlazeného FACS roztoku. Nasledovala opét centrifugace a dalsi
promyti 200ul chlazeného FACS roztoku.

Takto promyté buriky, zbavené supernatantu, byly inkubovany s 10ul znalené
primérni protilatky za tmy, pfi 0°C, 30 minut. Po skon&eni inkubace byly vzorky 3x
promyty 200ul chlazeného FACS roztoku (centrifugace viz. vy$e). V piipadé pouziti

primarni protilatky konjugované pouze s biotinem, byly vzorky opé&t inkubovany s 10ul
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sekundarni protilatky za tmy, pfi 0°C, 20 minut a opét 3x promyty 200ul chlazen¢ho
FACS roztoku.

Po promyti byly buiiky resuspendovany v 50ul chlazeného FACS roztoku a z desti¢ky
pfeneseny pipetou do mikrozkumavek. Pfed vlastnim méfenim bylo ke kazdému vzorku

pfidano 10pl reagencie Hoechst (1200x fedéni) pro odliSeni mrtvych bunék.

2.2.3.2, Znadeni bunék pro uréeni intraceluliarnich znaki

Pro intraceluldrni zna¢eni bylo pouZito trojnisobné mnoZstvi bun€k na jamku (6-9-10°
bunék) pro vyssi ztraty béhem odsavani supernatanti.

Vzorky byly po naneseni na destitku 3x promyty chlazenym FACS roztokem
(promyvani a centrifugace viz. vySe, odstrafiovini supernatantu bylo provadéno 200ul
osmikanalovou pipetou) a poté fixovany 1% PFA (paraformaldehyd) v 200ul FACS
roztoku, pfi 4°C, po dobu Sminut (fixace povrchovych znaki)). Vzorky byly opét 3x
promyty 200ul chlazeného FACS roztoku a po odstranéni supernatantu inkubovany s 50pl
FACS-Permeabiliza¢niho roztoku (50x fedéni), pfi 4°C, 10 minut. Po skonéeni inkubace
byly vzorky opét 3x promyty 200ul chlazeného FACS roztoku a po odstranéni
supernatantu bylo provedeno zna¢eni primarnimi (popfipadé€ i sekundarnimi) protilatkami,
jak bylo popsano vy$e (kap. 2.4.3.1. druhy odstavec). Po skonéeni znaéeni protilatkami
byly intracelularni znaky fixovany 1% PFA, jak bylo popsano na za¢atku odstavce.

2.2.4. Cytotoxicky test

Cilové buiiky gliomové linie C6 a NKR-P1 dependentni makrofagova bunééna linie
IC21 v mnostvi 1-10° bun&k byly inkubovany 90 min. s Na,*'CrO, (0,37MBq), pii 37°C,
v CO; inkubétoru se 100% vlhkosti v atmosféte ve 100ul kultivaéniho média RPMI 1640
s 10% FTS. Po skon¢eni inkubace byly buiiky 3x promyty (promyvani a centrifugace viz.
vySse) kultivaénim médiem RPMI 1640 s 2,5% FTS, spogitany a nafedény v médiu RPMI
1640 s 2,5% FTS.

Do kazdé jamky 96-ti jamkové desti¢ky s kulatymi dny bylo naneseno 100ul bun&&né
suspenze efektorovych bun€k (izolované lymfocyty), 100ul bunééné suspenze cilovych
bunék (zna¢enych *'Cr) a 50pl média RPMI 1640 s 2,5% FTS.

Do jamek uréenych pro méfeni spontanniho rozpadu bylo naneseno 100ul bun&éné
suspenze cilovych bunék a 150ul média RPMI 1640 s 2,5% FTS.
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Do jamek uréenych pro mé&feni maximalniho rozpadu bylo naneseno 100ul bunééné
suspenze cilovych bungk, 100ul média RPMI 1640s 2,5% FTS a 50ul 10% reagencie
Triton X-100.

Desti¢ka byla inkubovéna 3,5 hodiny v CO, inkubatoru, pfi 37°C a 100% vlhkosti v
atmosféfe. Po skon€eni inkubace byla desti¢ka centrifugovana pfi 200x g, teploté 4°C,
zrychleni 9, po dobu 10 minut. Poté bylo z kazdé jamky odebrano do 96-ti jamkové
desti¢ky 25ul supernatantu. K odebranému supernatantu bylo pfidano 100pl scintilaéniho
roztoku, destiCka byla zakryta prihlednou lepici paskou a intenzivné protfepavana po
dobu 3 minut na Vortex mixeru. Poté byla desti¢ka centrifugovana pfi 200x g, teploté 4°C,
zrychleni 9, po dobu 5 minut. MnoZstvi uvoln&ného °'Cr bylo zméfeno na scintilaénim
potitati Microbeta.*’

Ze ziskanych vysledki byla stanovena cytotoxicka aktivita v procentech cytotoxicity

(%ctx) dle uvedeného vzorce:

cpmexp = cplnspont
Y%ctx = -100
cpmmax - cplnspont

CPM,y, - mnoZstvi °'Cr uvolnéného ze smé&si lymfocyti a cilovych bungk
CPMgpont - MNOZstvi 3Cr uvolnéného samotnymi cilovymi buiikami

CPMyay - Maximalni mnoZstvi uvolnéného > Cr po pouZiti detergentu (10% Triton X-100)
2.2.5. ELISA stanoveni G,-proteinovych subjednotek

Touto metodou bylo stanoveno kvantitativni zastoupeni jednotlivych typti a
podjednotek G-proteinti pomoci krali¢ich polyklondlnich protilatek specifickych pro C-
terminalni dekapeptidy jednotlivych typi a-podjednotek: oyi2, agni, @s, o9 . Na dno
mikrotitraénich desti¢ek byl nanesen specificky ligand (C-terminéalni dekapeptidy) pro
primarni protilatku a ponechan k adsorpci piti 4°C ptes noc.

Druhy den byl obsah jednotlivych jamek vyklepnut a tyto byly 3x promyty roztokem
PBS a 1x PBS-T (200pl na jamku v obou pfipadech). Nasledovala dvouhodinové blokace
v roztoku 1% BSA v PBS (150ul na jamku), pfi teploté 37°C. V prib&hu blokace byla v
mikrozkumavkach pfipravena reakéni smés obsahujici zndmé mnoZstvi primarni
protilatky a vzorku (proteinové frakce z cholatové extrakce) v ELISA-roztoku (n€kolik
zkumavek bylo pfipraveno bez obsahu vzorku a slouZilo jako maximalni pozadi). Takto

pfipravend smés byla inkubovana po dobu 1,5h pfi laboratorni teplot¢ a po promyti
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desti¢ky byla reakéni smé&s pfevedena do jamek mikrotitraéni destitky. Nésledovala
inkubace pfi 4°C pies noc.

Tteti den byly desti€ky promyty a do jamek byl pfidan roztok sekundarni protilatky
v PBS (Goat-Anti rabbit HRP conjugate). Aktivita HRP byla detekovana pomoci
dvojsloZkového substratu pro peroxidazu TMB od firmy KPL. Mira enzymové aktivity
byla zmeéfena spektrofotometricky na zadkladé barevné reakce pfi pfeméné substratu.
Méfeni bylo provadéno na pfistroji ELISA-reader pti vinové délce 450nm. Po odelteni
absorbance vzorkti od maximalni absorbance pozadi bylo ziskano relativni zastoupeni G-

proteinovych podjednotek.

2.2.6. Metoda Dot-Blot

Touto metodou bylo ovéfeno stanoveni jednotlivych typti G-proteini metodou ELISA.
Byly zde pouZity stejné krali¢i polyklonalni protilatky jako v metodé¢ ELISA, specifické
pro C-terminédlni dekapeptidy jednotlivych typi a-podjednotek. Na nitrocelulézovou
membréanu byly naneseny vzorky v fadach pomoci specialniho davkovace, pfipojeného k
vyvévé (vzorky byly "prosaty" pies nitrocelulozovou membranu, na kterou se proteiny
navazaly). Membrana byla poté ponechana pies noc pii teploté 4°C v blokovacim roztoku
(5% su3ené odtuénéné mléko v TBS) k vysyceni volnych mist pro nespecifickou adsorpci
protilatky.

Druhy den byla membrana promyta v TBS-T roztoku za stalého michani na Vortex
mixeru (poprvé jen oplachnuta a poté 2x Smin., 1x 10min. a 1x 20min., ponechana v 10-
15ml Cerstvého TBS-T) a pfevedena do roztoku TBS s primarni protilatkou. Inkubace
prob&hla pti laboratorni teploté po dobu 1,5h. Membrana byla opét promyta a pfevedena
do roztoku sekundarni protilatky v TBS (inkubace 1,5h pfi laboratorni teploté). PouZivana
sekundarni protilatka byla enzymové znalend kfenovou peroxidazou (dale jen HRP).
Detekce znacenych z6n byla provedena pomoci luminiscenéniho roztoku ECL (Enhanced
ChemiLuminiscence Western blotting luminol reagent od firmy Santa Cruz

Biotechnology) a vyvolanim na digitalnim fotodetek&énim pfistroji Fuji Las.
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3. Vysledky

3.1. Sledovani Géinku glykodendrimeru na imunokompetentni
burnky

Experimentalni zvifata urend pro sledovani u¢inku podani glykodendrimeru
(PAMAM-GIcNACcs) na indukci cytotoxické odpovédi, zastoupeni bun&énych populaci a
expresi Ga-proteinovych podjednotek byla rozdélena do tfi skupin po dvou zvifatech.
Rovnéz byly sledovany zmény v zastoupeni Go-proteinovych podjednotek v nadorové
tkani (kap. 3.2., str. 46) izolované ze stejnych zvitat:
e K: Potkani s gliomem C6 - nelédeni.
e 1xGNs: Potkani s gliomem C6 - podani 1 davky (0,015mg/potkana), 1h pied

usmrcenim.

e 3xGNg (4xGNB8): Potkani s gliomem C6 - podani 3-4 davek dle Easového rozpisu.

Casovy rozpis podavani glykodendrimeru pro provadéné experimenty:

Experiment |0.den 11.den 14.den 17. den 20. den
¢é.1 nadorové b. | 1.davka GNg | 2.davka GNg | 3.davka GN; -
&2 nadorové b. | 1.davka GN; | 2.davka GNg | 3.davka GNg 4.davka GNg - T

Tab. 2.: Nadorové buitky podany subkutanng (2:10" bun&k/potkana v PBS), GN; pod4véno intraperitone4lnd
(0,015mg/potkana v PBS), 1 - usmrceni vykrvenim 1h po podani p¥isluiné davky.

Skupiné K byly implantovany nadorové buiiky a podana 1 davka PBS, skupin€ 1xGNg
nadorové buriky a jedna davka GNg 17. den (pfi druhém stanoveni 20.den) a skupiné
3xGN;s (4xGN8) nadorové buriky a 3-4 davky GNs.

3.1.1.1zolace a priprava bunék pro stanoveni G-proteinti

Casti slezinné tkan& (o objemu cca lcm’) byly rozdéleny na dvé skupiny a ihned
inkubovany samostatné, nebo s pfidanim anti-NKR-P1 protilatky (2000x fedéni) v
kultivaénim médiu RPMI 1640 s 5% FTS, pii 37°C, 2 hodiny podle tabulky:

Skupina: Inkubace:

K 5Sml RPMI 1640 + 5% FTS
1xGN8 5ml RPMI 1640 + 5% FTS
3xGN8 Sml RPMI 1640 + 5% FTS
K+Ab Sml RPMI 1640 + 5% FTS + Anti - NKR-P1 Ab (2000x fedéni)

1xGN8+Ab |5ml RPMI 1640 + 5% FTS + Anti - NKR-P1 Ab (2000x fedéni)

3xGN8+Ab | 5ml RPMI 1640 + 5% FTS + Anti - NKR-P1 Ab (2000x fedéni)

Tab. 3.: Rozdé&len{ skupin pfi indukci signdlu pomoci Anti - NKR-P1 protilatky.
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Stejny postup byl pouZit pro izolované splenocyty, s tim, Ze buiiky byly kultivovany
v koncentraci 1-10’/ml v celkovém objemu 10 ml na vzorek (izolace dle kap.2.2.1.1., str.
27).

Po dvouhodinové inkubaci byla provedena izolace membran a extrakce G-
proteinovych podjednotek, jak bylo popsano dfive. Relativni zastoupeni izolovanych G-

proteinovych podjednotek bylo provedeno metodou ELISA.

3.1.1.1. ELISA

Metoda ELISA byla provadéna na 96 jamkovych mikrotitratnich desti€¢kach Nunc
MediumSorb (pro Gai; > a Gao) a Costar High Binding (Gas a Goig/11). Podrobny postup
metody je popsan v kapitole 2.2.5., str. 32. Vychozi materidl je charakterizovan

nasledujici tabulkou:

koncentrace membrianovych proteinti [mg/ml]

vzorek inkubace

K - 0,63
1xGN8 - 0,57
3xGNS8 - 0,32
K+Ab antiNKR-P1 0,60
1xGN8+ADb | antiNKR-P1 0,82
3xGN8+ADb | antiNKR-P1 0,68

Tab. 4.: Charakteristika vzorkid pouZitych pfi metodé ELISA ¢&.1/1.

Na mikrotitra¢ni desti¢ky byl nanesen specificky ligand (C-terminalni dekapeptid) pro
primérni protilatku po 100ul na jamku (stejny objem peptidu na jamku byl nanaSen i ve
vSech nasledujicich krocich). Po inkubaci ptes noc pti 4°C byla desti¢ka 3x promyta PBS
a jednou PBS-T. Nasledovalo 2 hodinové vysyceni volnych mist k zabranéni nespecifické
adsorpce blokovacim roztokem. Béhem vysycovéni byla do 24 mikrozkumavek (na kazdy
sloupec desti¢ky jedna) pfipravena reakéni smés s obsahem na jednu jamku: 20pul primarni
protilatky, 20ug proteinu z cholatové extrakce, ELISA-roztok do vysledného objemu.
100pl (tj. na 8 jamek sloupce plus 2 jamky jako rezerva: 200ul primarni protilatky, 200pg
proteinu a ELISA-roztok do vysledného objemu 1ml). Primarni protilatky uréené pro
stanoveni maximalniho pozadi byly pfipraveny stejné, ale bez ptidani proteinu z cholatové
extrakce. Primarni polyklonélni protilatky byly pfipraveny imunizaci laboratornich kralikt
na lékaiské fakulté v Brné a poskytnuty pani Doc. H. Kovafi. Takto pfipravena reakéni
smés byla ponechana po 1,5h pfi laboratorni teploté k navazani volnych Ga-proteinovych

podjednotek do vazebného mista protilatky. Po ukondeni blokace a promyti desti¢ky byl
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obsah mikrozkumavek nanesen na destiCku. Inkubace primarni protilatky s jejim
specifickym ligandem probihala po dobu 1,5h. Vysycena protilatka (s navazanymi
podjednotkami G-proteini) byla odmyta a na desti¢ku byla nanesena sekundarni protilatka
GAR IgG (H+L) zna¢ena HRP od firmy Jackson Immuno Research. Inkubace trvala 1,5h.
Nasledovalo posledni promyti a naneseni TMB, dvojslozkového substratu pro peroxidazu
a 5ti minutova inkubace ve tmé, ktera vyvolala barevnou reakci. Enzymaticka reakce byla
zastavena pfidanim 100ul 1M H3;PO,. Intenzita zbarveni, byla zméfena
spektrofotometricky na piistroji ELISA-reader pfi vlnové délce 450nm. Redéni

jednotlivych protilatek znazortiuje nasledujici tabulka:

Reagencie redéni
dekapeptidy Ga-podjednotek: Gay 2, Gogii, Gos, Gag 1:4000
Primarni protildtky
Anti-Gas 1:1000
Anti-Gaqyy; 1:2400
Anti-Gai, » 1:2000
Anti-Gao 1:1000
Sekundarni protildtky
HRP konjugovany s Affini Pure GAR IgG (H+L) 1:2000

Tab. 5.: Red&ni jednotlivych protilatek pouZitych pti metod ELISA.

Zastoupeni jednotlivych Gg-proteinovych podjednotek vyjadiené v procentech
neléfené kontrolni skupiny K. Vysledek stanoveni po inkubaci celych slezinnych tkani
vyjadiuji nasledujici grafy:
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Produkce G-alfa-Q Produkce G-alfa-S
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Obr. 10.: Grafické vyhodnoceni exprese Ga-proteinovych podjednotek stanovenych metodou ELISA ¢&. 1/1
v procentech kontroly pro specifické G,-proteinové podjednotky (absorbance kontrolni skupiny stanovena
jako 0%). Skupiny inkubované s Anti-NKR-P1 protilatkou jsou zndzorn&ny &¢erné. KONT. =K

Pfi ovlivnéni slezinnych bun€k glykodendrimerem dochézi k aktivatnim zméndm ve
struktufe G-proteinl. Projevem tohoto dé&je je uvolnéni G, podjednotek z inaktivnich
trimernich komplexti. Na grafech vyobrazenych v obr. 10. je zndzorn€na zména exprese
jednotlivych a—podjednotek bunék ovlivnénych anti-NKR-P1 oproti buiikdm stejné
zpracovavanym ale neovlivnénym. Jak je patrno z obr. 10., dochazi ke zvySeni exprese
podjednotek Goq a naopak aktivita Ggs je inhibovana. SniZujici se tendence u Ggs sice
napovida jisté¢ ovlivnéni vzhledem k davkové zavislosti GNg, ale zména jejich exprese
nepfesahne v Zddném z ptipadd 30% ve srovnéni s kontrolni skupinou. U ostatnich
podjednotek se hodnoty pohybuji v rozmezi smérodatné odchylky pfi stanoveni, ktera €ini
5-10%. Z namétenych hodnot je tedy pouze patrné ovlivnéni G.q/1, podjednotky, kde je v
davkové zavislosti patrné stoupajici tendence. V piipadé aktivace specifickou protilatkou
proti NKR-P1 je patrna klesajici tendence signalizace pfes Gqqs: (obr. 10. &erné
vyznacena fada).

V dal$im méfeni byly sledovany izolované slezinné leukocyty pro odlieni pfipadné

signalizaéni aktivity zptisobené podpirnymi buiikami, pfipadné stresem, ktery by mohl
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b&hem izola¢nich postupii nastat. V ptedchozim stanoveni byly inkubovény celé slezinné

tkané, aby se tak stresové faktory, které mohou béhem izolace bun€k vznikat, omezily na

minimum:
koncentrace membranovych proteini

vzorek inkubace pocet bunék | [mg/ml]

K - 1x10° 1,66
1xGN8 - 1x10° 1,83
3xGNS8 - 1x10° 1,24
Kab antiNKR-P1 1x 10 1,64
1xGN8+ADb | antiNKR-P1 1x 108 2,10
3xGN8+Ab | antiNKR-P1 1x10° 1,70

Tab. 6.: Charakteristika vzorki pouZitych pti metod® ELISA &.1/2.

Po skon¢eni inkubace byl postup pfi stanoveni totozny s pfedchozim:

Produkce G-alfa-Q Produkce G-alfa-S
[n Lymfo m L+anti-NKR-P1 | [n Lymfo m L+anti-NKR-P1 y
100 0 = - T T
60 | -40 |
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Y 40 4 -60
20 -80 1
0 == ' , -100
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Produkce G-alfa-l Produkce G-alfa-0
O Lymfo m L+anti-NKR-P1 ] 0 Lymfo m L+anti-NKR-P1
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= = _ =
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-60 0 —I—T———v—i*—v——i%f
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Vzorek Vzorek

Obr. 11.: Grafické vyhodnoceni metody ELISA &. 1/2 v procentech kontroly pro specifické G,-proteinové
podjednotky. Skupiny inkubované s anti-NKR-P1 protilatkou jsou znazomény &erné. KONT. =K

Zména aktivity jednotlivych G-proteinti vykazuje stejnou tendenci jako v pfedchozim
méfeni (ke srovnani obr. 10., str. 37 a obr. 11.). Dochazi ke zvySovani exprese Goq ;-
podjednotky v zévislosti na poétu davek GNjs a ke sniZovani intenzity signalu vyvolaného
anti-NKR-P1 protilatkou, ktera byla rovn&Z p¥imo zavisla na po¢tu podanych davek GNs.

Tendence u Gas-podjednotky je totoZzna s pfedchozim stanovenim, procentudlni zmény v
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expresi opét nepfesahuji 30%, a proto tyto hodnoty nemohou byt brany jako smérodatné.
Hodnoty exprese Gai;, a Ga0 podobné, jako v prvnim ptipad€ pti pouZiti celych tkani
nejsou glykodendrimerem ovlivnény. Z obr. 11. je dale patrné, Ze signal vyvolany b&hem
inkubace specifickou protilatkou proti NKR-P1 ma vy$8§i intenzitu nez v pfedchozim
ptipad¢, ktera mtiZe byt dana lepsi dostupnosti protilatky k izolovanym buiikam.

V dal3im méfeni byly inkubovany slezinné tkané z druhého stanoveni z nové sady

experimentalnich zvifat podle tab. 2, exp. &. 2, str. 34:

koncentrace membranovych proteini

vzorek inkubace pocet bunék | [mg/ml]

K - 1x10° 1,71
1xGN8 - 1x10% 1,46
4xGN8 - 1x10® 0,82
Kap antiNKR-P1 1x 10 0,91
1XxGN8+Ab | antiNKR-P1 1x 108 1,11
4xGN8+Ab | antiNKR-P1 1x 108 0,60

Tab. 7.: Charakteristika vzorkil pouZitych pti metod& ELISA &. 2.

Po skonceni inkubace byly ztkani izolovany splenocyty a nasledné membranové

proteiny shodné s dfive uvedenymi postupy. Vysledek ELISA stanoveni &.2 ukazuji

nasledujici grafy:
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60 0 I r T
oW WL
20 -40
% Bl %
0 -60 |
-20 | -80
-40 -100
KONT. 1xGN8 4xGN8 KONT. 1xGN8 4xGN8
Vzorek Vzorek
Produkce G-alfa-l Produkce G-alfa-0
1:1 Lymfo m L+anti-NKR—P1—‘ |n Lynfo m L+anti-NKR-P1 |
50 50
25 - 25 |
% 0 _];___,__P__,__é—_ % 0 ‘_E_ﬁ__,_li-_,_i'
-25 1 -25 |
-50 -50
KONT. 1xGN8 4xGN8 KONT. 1xGN8 4xGN8
Vzorek Vzorek

Obr. 12.: Grafické vyhodnoceni metody ELISA &. 2 v procentech kontroly pro specifické G-

proteinové podjednotky. Skupiny inkubované s anti-NKR-P1 protilatkou jsou zndzorn&ny &erné.
KONT. =K
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Dfive sledovany narust exprese Gaqy-proteinovych podjednotek v zavislosti na poctu
podanych d avek glykodendrimeru je p atrny pouze pro prvni dvé skupiny, tfeti skupina
(4xGN8) vykazuje expresi srovnatelnou s kontrolni skupinou. Pokles exprese Gogi-
proteinovych podjenotek pro skupiny inkubované s anti-NKR-P1 protilatkou je i zde
viditelny, i pfes skutednost, Ze pocateéni signal (K+Ab skupiny) neni tak v yrazny j ako
v pfedchozich stanovenich (ELISA ¢&.1/1 a 1/2, obr. 10 a 11, str. 37, 38). Klesajici
tendence v expresi G as-proteinovych p odjednotek sledovana v ptedchozich stanovenich
je 1 zde viditelna a vzhledem k né€kolikanasobnému opakovani tohoto jevu povaZovana za

smérodatnou.

3.1.2. Dot Blot

Touto metodou mély byt ovéfeny hodnoty a vysledky ziskané metodou ELISA ¢&. 1/2.
Pro metodu dot blot byly pouzity frakce membranovych proteint ziskanych a pouZitych
ve stanoveni ELISA ¢&. 1/2 a jednotlivé skupiny byly identifikovany priméarni kréli¢i

protilatkou pouze proti Gaqy;;-proteinové podjednotce:

K 1x 3x Kap1xap 3Xap
» L I

Inkubace bez
anti-NKR-P1

Inkubace s
anti-NKR-P1

Obr. 13.: Vysledek metody dot blot. 1x=1xGN8, 3x=3xGN8, 1x,;, a 3x4, = 1XGN8 a 3xGN8 s anti-NKR-P1
Kazdy vzorek byl nanesen ¥estkrat v koncentraci 30pug/jamku.

Z obr. 13. je patrna zvySujici se intenzita luminiscence, naméfena pomoci pfidani ECL
substratu na pfistroji Fuji-LAS, pro prvni tfi skupiny odpovidajici naméfenym hodnotam
pomoci metody ELISA pfi stanoveni €. 1/2. Dale je patrna klesajici tendence u zbylych tf
skupin, odpovidajici skupinam inkubovanym s anti-NKR-P1 protilatkou stejné jako pfi
metod€ ELISA pfi stanoveni &. 1/2 (pro srovnani obr. 12., produkce Gaqy i, str. 39 a obr.

40



13.). Toto ovéieni metody ELISA bylo povaZovano za prikazné a z €asovych duvodi
nebylo pro dal$i ELISA stanoveni provadéno.

3.1.3. lzolace a priprava bunék pro FACS analyzu

Slezinné buiiky (SC) byly izolovany homogenizaci slezinnych tkéni jak bylo popsano
v kapitole 2.2.1.1., str. 27. Po identifikaci po¢tu bun€k byly vzorky naneseny na 96-ti
jamkovou desti¢ku s kulatymi dny (Nunclon) v mnoZstvi 2-3-10° na jamku. Dale byly
vzorky znaéeny pro detekci extracelularnich znak, jak bylo popséno v kapitole 2.2.3.1.,
str. 30.

3.1.2.1. FACS analyza

Hodnoty kazdého vzorku byly proméfovany na 20000 udalostech (to odpovida cca
10000 zivych lymfocyti) a b&hem méfeni byly sledovany nasledujici bunétné

subpopulace:

Subpopulace: Znakova specifikace:
Ty - lymfocyty CD3+/CD4+

NK CD8a+/CD8b-/NKR-P1+
NK-T CD3+/CD8a+/NKR-P1+
CTL CD8a+/CD8b+

Tab. 8.: Znazornéni sledovanych buné&&nych populaci a jejich specifickych znaki.

Po skon€eni znaeni bylo méfeno procento pozitivnich bunék na jednotlivé znaky a
vyhodnoceny na Zivych lymfocytech programem FlowJo. Procentualni hodnoty se
vztahuji vZdy k t¢m builkkdm, které jsou pozitivni na prvni znak v pofadi (napi. Th
lymfocyty jsou CD4 pozitivni v 70% ze vech CD3 pozitivnich lymfocyti — CD3 znak je
v pofadi prvni, NK butiky jsou CD8b- a NKR-P1+ v 60% ze viech CD8a pozitivnich
lymfocytt). Zastoupeni jednotlivych bun&énych subpopulaci vyjadiuji nasledujici grafy:
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Obr. 14.: Grafické znizomn&ni zastoupeni jednotlivych bun&nych subpopulaci u zkoumanych vzorkd,
pouzitych pti FACS stanovenf &.1.

Z grafil na obr. 14. je pouze patrné mirné zvySeni zastoupeni populace NK-bunék a

NKT-lymfocytli a sniZeni procenta pozitivnich bungk u populace cytotoxickych T-

lymfocytd (CTL) ve sleziné pokusnych zvifat.

Déle bylo sledovano procentudlni zastoupeni NKR-P1 pozitivnich bunék a intenzita

fluorescence tohoto znaku vyjadfena geometrickym primérem (GeoMean), kterd

vyjadiuje celkové zastoupeni toho receptoru na analyzovanych buiikach:

% z zivych bunék

NKR-P1

60

40

20

111

K Skupina 1XGN8

3xGN8

GeoMean

Intenzita fluorescence NKR-P1+ bunék

300

200 -
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0

K Skupina1xGNB
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Obr. 15.: Grafické zndzorn&ni intenzity fluorescence NKR-P1* bunék u jednotlivych vzorkii pouZitych pfi
FACS stanoveni ¢.1.

Zde je klesajici tendence exprese NKR-P1 receptoru v zavislosti na mnoZstvi

aplikovanych déavek glykodendrimeru jasné patrna.

Druhé stanoveni bylo provedeno na vzorcich pfipravenych podle tabulky &.2 (kap.

3.1, str., 34, experiment &.2). Izolace a pfiprava bun€k byla provedena stejn& jako pii
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prvnim stanoveni (kap. 3.1.1., str. 34). Navic bylo jesté¢ provedeno intracelularni znaCeni

pomoci anti-NKR-P1 protilatky, jak je popsano v kap. 2.2.3.2., str. 31.

Bé&hem méfeni byly sledovany nasledujici buné€né subpopulace:

Subpopulace: Znakova specifikace:
Ty - lymfocyty CD3+/CD4+

NK CD8a+/CD8b-/NKR-P1+
NK-T CD3+/CD8a+/NKR-P1+
CTL CD8a+/CD8b+

Tab. 9.: Znazorné&ni sledovanych bun&nych populaci a jejich specifickych znakfi.

Stanoveni procentualniho zastoupeni jednotlivych bunéénych subpopulaci vyjadiuji

nasledujici grafy:
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Obr. 16.: Grafické znazornéni zastoupeni jednotlivych bun&&nych subpopulaci u jednotlivych vzorki

pouZitych pti FACS stanoveni ¢&.2.

Z grafi na obr. 16. je patrny narist NKT populace a pokles v populaci NK bunék.

Procentuélni zastoupeni ostatnich populaci a populace NK vzhledem k pfedchozimu

stanoveni nemuZe byt povaZovano za potvrzené.

Déle bylo u jednotlivych vzorkd opét sledovano procentuélni zastoupeni a intenzita

fluorescence NKR-P1* bun&k, vyjadtujici celkové zastoupeni NKR-P1 receptoru u

jednotlivych skupin:
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Obr. 17.: Grafické znazornénf intenzity fluorescence NKR-P1* bun&k u jdenotlivych vzorkd pouZitych pfi
FACS stanoveni ¢&.2.

I zde je jasné patrna klesajici tendence u procentudlniho zastoupeni populace nesouci
znak NKR-P1 i u intenzity fluorescence v zavislosti na po€tu podanych déavek
glykodendrimeru.

Ziskané vysledky ze sledovani buné&né signalizace a FACS analyzy povrchovych
znaki nas vedly k domnénce, Ze mize dochéazet k internalizaci NKR-P1 receptoru. Proto

jsme sledovali také pfitomnost této molekuly vbunééné cytoplasmé pomoci

intracelularniho znaceni za pouZiti stejné protilatky:

° o4 04
Y o 10’ w " 1 o 1o? » 10 1 »' W w W'
NKR-P) NKR-P NKRPE
Obr. 18.: Znazornéni bodové (A, B, C) a histogramové (D, E, F) statistiky intracelularntho vyskytu
receptoru NKR-P1 u vzorki ze stanoven{ FACS &.2., pomoci programu pro vyhodnocovéni dat z priitokové
cytometrie FlowJo v4.5
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Z histogrami na obr. 18. je patrné zvySeni procentudlniho zastoupeni bunék
s pfitomnosti intracelularniho NKR-P1 v zavislosti na davce glykodendrimeru.
Sledovani intenzity fluorescence intracelularniho NKR-P1, které vyjadfuje zastoupeni

NKR-P1 receptoru uvniti NKR-P1 pozitivnich bun&k sledovanych skupin:
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Obr. 19.: Grafické znadzornéni intenzity fluorescence intraceluldrniho
NKR-P1 u jednotlivych vzorki pouzitych pti FACS stanoveni ¢.2.

Z obr. 19. je jasn¢ viditelné zvySovani intenzity fluorescence NKR-P1 receptoru
v bunééné cytoplasmé. Spole¢né s pfedchozim vysledkem (obr. 18., str. 44 a 19.)

potvrzuje domnénku o internalizaci NKR-P1 buné¢ného receptoru.

3.1.4. Cytotoxicky test

Pfi cytotoxickém testu byl sledovan vliv podani glykodendrimeru na cytotoxickou
vykonnou funkci imunokompetentnich bun€k. Pro stanoveni byly pouzity C6 gliomova
linie a NKR-P1 denpendentni makrofagova nadorova linie IC21, podle postupu v kap.
2.2.4., str. 31. Byla sledovéana cytotoxicita (vyjadiena v procentech cytotoxicity kontrolni
skupiny) jednotlivych skupin izolovanych splenocytl, pouZitych pifi FACS analyze €.1
(str. 41) a ELISA stanoveni Ga-proteinovych podjednotek &.1/2 (str. 38). Pomér poétu
efektorovych bunék k cilovym (E:T) byl 32:1 a hodnoty %Ctx (ze vzorce v kap. 2.2.4., str.
32) se u kontrolnich skupin pohybovaly v rozmezi 6,5-10%Ctx (pro C6 linie) a 8,5-
11%Ctx (pro IC21 linie):
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Obr. 20.: Grafické znizorn&ni vysledku cytotoxického testu vyjadfeného v procentech kontroly, pfi
stanovenf cytotoxické aktivity slezinnych bun&k pokusu ¢&. 1.

Z obr. 20. je patrny pokles cytotoxické uc¢innosti imunokompetentnich bun€k proti C6
gliomové linii a zejména proti NKR-P1 dependentni nadorové linii IC21, v zavislostt na
mnoZstvi podanych davek glykodendrimeru.

Pro druhy cytotoxicky test byly opét pouZity izolované slezinné burtiky podobné jako
pro FACS analyzu ¢.2 (str. 43) a ELISA stanoveni Ga-proteinovych podjednotek €.2 (str.
39):

Cytotoxicita v procentech ctx kontroini Cytotoxicita v procentech ctx kontrolni
skupiny proti C6 gliomovym buiikam skupiny proti IC21 naddorovym burikam
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Obr. 21.: Grafické zndzomnéni vysledku cytotoxického testu vyjadfeného v procentech kontroly, pfi
stanoveni cytotoxické aktivity slezinnych bun&k pokusu &.2.

Zobr. 21. je pokles cytotoxického u¢inku patrny pouze u prvnich dvou skupin.
Skupina tfeti (4xGN8) vykazuje cytotoxickou aktivitu, ktera je srovnatelnd s hodnotami
kontrolni skupiny (K). Pokles cytotoxicity v zavislosti na po¢tu podanych davek

glykodendrimeru byl tedy pozorovan pfi obou stanovenich (pro srovnani obr. 20. a obr
21.).
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3.2. Sledovani ucinku glykodendrimeru na nadorové buriky

Pfi sledovani u¢inku glykodendrimeru na nadorové linie, byly pouzity potkani C6
gliomova linie a my$i B16/F10 melanomova linie (pro odliSeni ,,obecného®, pfipadné
nadorové specifického u¢inku glykodendrimeru). Pro srovnani u¢inku glykodendrimeru a
imunokompetentnich bun€k byla sledovana exprese Ga-proteinovych podjednotek u

nadorovych bunék v in vitro a ex vivo.

3.2.1. Studium aéinku glykodendrimeru na signalizaci C6 gliomové
linie

Pro studium signalizace C6 linie in vitro byly pouzity C6 buikky kultivované
v kultivaénim RPMI 1640 médiu s 10% FTS samostatng, nebo s pfidanim 1.10°M
(kratkodob& — 2h) &i 1-10°M (dlouhodob& — 10 dni a 1-10°M 2h pied stanovenim)
PAMAM-GIcNAcs p odle postupu v kap. 2.2.2.3., str. 30. Pro stanoveni zmény exprese
Ga-proteinovych podjednotek in vivo byly pouZity nadorové tkan€¢ experimentalnich
zvifat pouZitych pfi pfedchozich stanovenich (tab. 2., str. 34, exp. ¢. 1). Stanoveni Ga-
proteinovych podjednotek bylo provedeno stejnym zptisobem jako u imunokompetentnich

bunék u nésledujicich skupin:

Skupina | kontrolni | kratkodoba inkubace s GN8 dlouhodobé inkubace s GN8
Invitro |K C6+GNS8 C6/GNS8

Ex vivo |K 1xGN8 3xGN8

Graf |KONT. |GNS GN8+

Tab. 10.: Odpovidajici skupiny pro in vitro a ex vivo stanoveni Go-proteinovych podjednotek nadorovych
bungk.

Vysledky stanoveni Ga-proteinovych podjednotek C6 gliomovych bunék metodou

ELISA znazoriiuji nasledujici grafy:
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Produkce G-alfa-Q Produkce G-alfa-S
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Obr. 22.: Grafické vyhodnoceni metody ELISA &. 3/1 v procentech kontroly pro specifické G,-proteinové
podjednotky nadorovych bun&k. Skupiny in vitro stanoveni jsou zndzomény bile a ex vivo stanoveni jsou
znazomnény &erné. K=kontrola, C6+GN8=kratkodob4a inkubace s GN8 odpovidajici skupin& 1xGN8 ex vivo
stanoveni, C6/GN8=dlouhodoba kultivace s GN8 odpovidajici skupin& 3xGN8 ex vivo stanoveni.

Z obr. 22. je patrny znaény pokles exprese Gas-proteinovych podjednotek v zavislosti
na po¢tu podanych davek glykodendrimeru pfi ex vivo stanoveni. Ostatni hodnoty ex vivo
stanoveni a v§echny hodnoty in vitro stanoveni nevykazuji prokazatelnou zménu exprese
po ovlivnéni glykodendrimerem.

V dal$im stanoveni byl studovan pouze uinek ex vivo vzhledem k vysledkim
pfedchoziho stanoveni. Pro druhé stanoveni byly pouzity gliomové tkané pokusnych
zvifat zexperimentu ¢&.2 pouzitych pfi  studiu  G¢inku glykodendrimeru na

imunokompetentni buiiky. Vysledky druhého stanoveni ukazuji nasledujici grafy:
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Obr. 23.: Grafické vyhodnoceni metody ELISA &. 3/2 v procentech kontroly pro specifické G,-proteinové
podjednotky nadorovych bun&k u stejnych skupin jako pfi stanoveni pro imunokompetentni buiiky.

Z obr. 23. je patrny pokles exprese Gas-proteinové podjednotky, ktery byl rovnéz
sledovén pii pfedchozim stanoveni (ELISA ¢&. 3/1, obr. 22, str. 48) a je tedy povaZovan za
smérodatny. Pokles v expresi Goq-proteinovych podjednotek je vzhledem k nizkym
hodnotdm neprikazny, i pfes fakt, Ze byl sledovan i pfi pfedchozim stanoveni. Zména
vexpresi Gaijp, a GaO-proteinovych podjednotek nebyla vzhledem k vysledkim

pfedchozich stanoveni sledovana.

3.2.2. Studium u€inku glykodendrimeru na signalizaci B16/F10
melanomové linie

Pro studium vlivu podéani glykodendrimeru na Ga-proteinovou signalizaci in vitro
byly pouzity buiiky B16/F10 mys$i melanomové linie, kultivované stejnym zptisobem jako
linie C6 v pfedchozi kapitole, stim, Ze nebyl studovan kratkodoby ucinek podani
glykodendrimeru (2h, 1-10°M GNB8). Pro stanoveni stejného u¢inku ex vivo byly pouZity

melanomové tkan€ experimentalnich zvifat v téchto skupinach:

Skupina: | Davky in vitro: Odpovidajici in vivo skupina:
K Zadna K — nelé€ena kontrolni skupina s B16/F10 melanomem

3xGN8 [1-10°M GN8, 10dni |3 davky GN8 (0,015mg/my3) b&éhem 10ti dni

Tab. 11.: Rozdé&leni skupin experimentalnich my$i s melanomem s riznymi ddvkami podaného
glykodendrimeru. Posledni davka in vivo podan{ glykodendrimeru byla podana 24hodin pfed usmrcenim.

Porovnani uc¢inku glykodendrimeru na Ga-proteinovou signalizaci v in vitro a ex vivo

stanoveni metodou ELISA znéazoriuje nasledujici graf:
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Srovnéni dlouhodobého uéinku glykodendrimeru na B16/F10 linii in vitro a ex vivo
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Obr. 24.: Grafické vyhodnoceni metody ELISA ¢&. 4 v procentech kontroly pro specifické G,-proteinové
podjednotky nadorovych bun&k B16/F10.

Z obr. 24. je jasné patrny narust v expresi Gai-proteinovych podjednotek a mirny
narust exprese Gaq. Déle je patrné, Ze uCinek glykodendrimeru pti in vitro i ex vivo
podani indukuje expresi Gai;-proteinovych podjednotek. Niz§i exprese Gai -
podjednotky v pfipadé¢ ex vivo stanoveni je pravdépodobné zplsobena 24-hodinovou
prodlevou mezi posledni ddvkou a samotnym stanovenim (v pfipadé in vitro stanoveni

¢inila prodleva 2 hodiny).
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4. DISKUSE

Prace vychazi z pfedchozich studii, kde byla sledovana afinita vazby rekombinantniho
NKR-P1A bunééného receptoru na rizné oligosacharidové ligandy a byla zjiSt€na
nejvyssi afinita vazby na N-acetyl-D-glukosamin.* Tento se v dalsich studiich navazoval
na dendrimerni nosi¢e pro docileni sdruZeni vét§iho po¢tu NKR-P1 molekul a nasledného
vyvolani silného aktivaéniho signalu a vykonné efektorové funkce.*!

V této praci byl G¢inek glykodendrimeru sledovan na imunokompetentnich slezinnych
buitkdch a naddorovych tkéanich experimentdlnich potkanti kmene Wistar, kterym byl
implantovan syngenni gliom C6 a riizné pocéty davek glykodendrimeru. Dale byl sledovan
uéinek glykodendrimeru na B16/F10 melanomové linii (syngenni pro kmen mysi
C57/BL6) pro odliseni ,,obecného®, ¢i nadoroveé specifického ovlivnéni.

Béhem studia uéinku podani glykodendrimeru na G-proteinovou signalizaci
imunokompetentnich bun€k byla zji§téna zvySujici se exprese Gogqy-proteinovych
podjednotek. Stejny ucinek byl zjistén b&hem dvou riznych procesti kultivace (celych
slezinnych tkani ¢&i izolovanych splenocytl) a byl potvrzen ve dvou nezéavislych pokusech
s vyjimkou extrémnich hodnot vykazovanych tieti skupinou ve druhém experimentu -
4xGN8 beéhem vSech stanoveni, kterda muiZe byt dina variabilitou imunitni odpovédi
jednotlivych zvifat. AvSak i pfes tyto rozdily je zachovana tendence glykodendrimeru
kompetovat s anti-NKR-P1 protilatkou o ptenos signalu Goaqy;-proteinovou podjednotkou
a poukazuje tak na silnou afinitu vazby mezi glykodendrimerem a NKR-P1 receptorem.

Zvyseni exprese Goag-proteinovych subjednotek ma za nasledek aktivaci fosfolipazy
CB (PLC) a tim i zvySeni koncentrace PLC vytvafenych produktd v buné¢né cytoplasmeé
(DAG, IP;, néasledn& i koncentrace Ca®* iontil), coZ patti k ¢asnym udélostem b&hem
vétsiny forem pfirozené cytotoxicity.”® To by mé&lo vést k nariistu cytotoxického u&inku
imunokompetentnich bun€k proti cilovym, nadorovym butikdm a obecné ke stimulaci
imunitniho aparatu proti nadorovému onemocnéni.

Cytotoxické testy maji oviem opa¢ny pribéh, neZ implikuji vysledky studia G-
proteinové signalizace, zde se cytotoxicita s poftem davek glykodendrimeru sniZuje.
Vyjimku ¢&ini tfeti skupina druhého stanoveni (skupina 4xGNS8), kterd vykazuje
nadmémou cytotoxickou aktivitu, kterd miZe byt zplisobena vyraznym nartistem
v zastoupeni NKT bun&&né subpopulace (CD8a’/CD8b'/NKR-P1%), ptipadné dalsich
subpopulaci, které se mohou spolupodilet na cytotoxické vykonné funkci pfimo nebo

neptimo (CD11b/c"). I ptes nadmémé hodnoty, které b&hem cytotoxickych testii skupina
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4xGN8 vykazala, jsou tyto stale srovnatelné s cytotoxickym u¢inkem buné€k kontrolni
skupiny.

SniZeni cytotoxické aktivity miZe byt zapfi¢inéno ztratou povrchové exprese NKR-
P1A aktivaéniho receptoru, jak bylo prokazano pritokovou cytometrii (FACS) na NK
butikach (CD8a'/CD8b /NKR-P1"), ktery je pro rozpoznani a spusténi lytického procesu
(zejména NKR-P1 dependentnich IC21 cilovych bungk) nezbytny.’ Receptor se
prokazatelné po interakci s glykodendrimerem internalizuje do bunéné cytoplasmy a
nasledné tak sniZuje moZnost pfenosu signalu (vyjadienou expresi Gogsi-proteinovych
podjednotek) ptivodné vyvolaného interakci s anti-NKR-P1 protilatkou. To by odpovidalo
ztrat€ cytotoxického ucinku proti NKR-P1 dependentni IC21 nédorové linii, ktera byla
v cytotoxickych testech pozorovédna. Pfiina tohoto jevu a mechanizmus u€inku
glykodendrimeru nebyl zatim objasnén, ale vysledky vtéto praci naznaduji, Ze zde
dochézi ke kompetici s pfenosem signalu a funkci molekuly NKR-P1.

SniZeni cytotoxicity proti C6 gliomové a IC21 nadorové linii poukazuje na to, Ze
rozpoznani a nasledny lyticky G¢inek je zprostfedkovan v obou piipadech pfedev§im
buiikami nesoucimi NKR-P1 receptor. Prutokova cytometrie navic prokazala, Ze
pusobenim PAMAM-GIcNAcg dendrimerti dochézi k internalizaci NKR-P1 molekuly.
Toto zjisténi je nové a zatim nebylo v literatufe popsano. Mechanizmus internalizace bude
pravd€podobné sloZit€jsi a bude souviset s dal$imi receptory, které se v NKR-P1
receptorové doméné bé€Zné vyskytuji, protoZe soucasti signalnich drah NKR-P1 receptoru
je Goy-proteinova podjednotka, kterd b&hem signalizaénich studii zménu exprese
nevykazovala. Ligand se pravdépodobné vzhledem ke svému dendrimernimu charakteru
krom& NKR-P1 receptoru vaze jest¢ na dal$i povrchové molekuly v této doméné,
popfipadé touto vazbou vyvolava konforma¢ni zmény v samotném NKR-P1 receptoru a
nasledn€ v molekulach, které se vyskytuji vjeho blizkosti. Tyto zmény jsou pak
pravdépodobné pfiCinou pienosu signalu ptes Goq/1-proteinovou podjednotku, ktery byl
b&hem price sledovan. Ovéfeni téchto vysledki a bliZz8i charakterizace mechanizmu
interakce bude pfedmétem dal§iho studia. Signalizace pfes Gag-proteinovou
podjednotku oviem s NKR-P1 receptorem prokazateln€ souvisi, jak bylo sledovano na G-
proteinové signalizaci imunokompetentnich bun&k, kultivovanych v pfitomnosti anti-
NKR-P1 protilatky, kterda po vazbé na receptor vyvolala zvySeni exprese Goaqi-
proteinové podjednotky.
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Naproti tomu reakce nadorovych bun€k na glykodendrimer se li§i v zavislosti na
organové specifité (expresi povrchovych glykoprotein1°1)42’43 Signaliza¢ni studie u C6
gliomovych bun€k poukazaly na sniZeni exprese Gas-proteinové subjednotky, coZz ma za
nasledek sniZenou aktivaci adenylatcyklazy a nasledny ubytek tvorby druhého posla
cAMP. V ptipadé B16/F10 melanomové linie, dochazi ke zvySeni exprese Gaij -
proteinové podjednotky, kterd ma finalné stejny Glinek, tj. inhibici adenylatcyklazy. Oba
tyto jevy maji za nasledek tibytek cAMP a sniZenou funkci cyklin-dependentnich kinaz,
zodpovédnych za vstup butiky do G1 faze bunéného cyklu. Zabranéni vstupu buiiky do
Gl féze zastavuje rist nadoru sniZenim proliferace bun€k, ktera byla prokazana
v pfedchozich in vivo experimentech na syngennim my$im nddorovém modelu
(B16/F10).* SniZeni katalytické funkce adenylatcyklazy by m&lo byt ovéfeno stanovenim
enzymové aktivity a bude pfedmétem dal§iho studia, stejné jako prolifera¢ni a apoptotické
studie takto ovlivnénych nadorovych bunék.

Dale je z obou stanoveni jasny fakt, Ze glykodendrimer téinkuje odli$nou cestou na
ob€& nadorové linie. V pfipadé gliomové linie C6 je ze srovnani ex vivo a in vitro stanoveni
prokazatelny vliv imunitniho aparatu, pfipadné podptirnych bunék pfitomnych v nadorové
tkéni, jelikoZ po in vitro podani glykodendrimer G-proteinovou signalizaci neovliviiuje.
Utinek glykodendrimeru na C6 bun&&nou linii je tedy nepiimy.

V ptipadé¢ B16/F10 melanomové linie je vysledek ex vivo a in vitro stanoveni
srovnatelny a vede nas k zavéru, Ze na tuto linii glykodendrimer plsobi ptimo. SniZeni
exprese Gai ,-proteinové podjednotky v piipadé ex vivo stanoveni je pravdépodobné
zapfiCinéno deldi ¢asovou prodlevou pfed samotnym stanovenim, protoZe pfi in vitro
stanoveni byla prodleva 2 hodiny a pifi ex vivo ¢inila 24 hodin po podani posledni davky.
Proto vysledky obou stanoveni povaZujeme za srovnatelné stejné. Z tohoto zavéru plyne
skute€nost, Ze na zménach v G-proteinové signalizaci B16/F10 nadorové linie se imunitni
aparat nijak vyrazn€ nepodili, nebo je jeho ulinek na G-proteinovou signalizaci
nadorovych bunék ,,pfehlu$en* u¢inkem glykodendrimeru.

Tato zji§t€ni poukazuji na interakci glykodendrimeru s NKR-P1 bun&nym receptorem
jak bylo ptivodné zamysleno. Vysledky v této praci ovSem ukazuji na novy jev, ktery
b&hem této interakce nastdvd — a to na internalizaci NKR-P1 receptoru po podani
glykodendrimeru. Mechanizmus a pfi¢ina tohoto jevu by méla byt co nejdfive objasnéna,
aby mohl byt tento negativni (¢inek odstranén. Pochopeni a popsani mechanizmi této

interakce by mélo byt pfedmétem dal$iho studia.
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5. ZAVER

Ziskané poznatky o u¢inku glykodendrimeru lze charakterizovat nasledovné:

Bylo zjisténo, Ze GlcNAcs dendrimery ovliviiuji jak lymfoidni, tak i nadorové buriky,
a ze ucinek glykodendrimeri je pfimo zavisly na poctu podanych davek v in vitro i ex vivo
systému.

Z analyzy prutokovou cytometrii plyne zavér, ze glykodendrimer indukuje nardst
v zastoupeni NKT-bunétné subpopulace a vyvolava internalizaci NKR-P1 receptoru.

Signaliza¢ni studie poukazuji na kompetici glykodendrimeru s anti-NKR-P1
protilatkou pfi prenosu signalu zprostiedkovaného Gogi-proteinovymi podjednotkami a
zvySeni exprese téchto podjednotek v zavislosti na poctu podanych davek. Kompeti¢ni
studie poukazuje na afinitu glykodendrimeru k NKR-P1 receptoru.

U nadorovych buné€k snizuje expresi Gas-proteinovych podjednotek (u C6 linie) a

zvySuje expresi Gai, 2-proteinovych podjednotek (u B16/F10 linie).
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