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Abstrakt:

Nanodiamanty (ND) mohou byt pouzity jako nosice RNA. Navazani RNA na nanodiamanty a
zpusob podani komplexu vyznamné meéni jejich osud, toxicitu a u¢innost v mnohobunééném
systému. Hlavnim cilem této prace bylo vyvinout nanodiamantovy komplex, slouzici jako
nastroj k efektivnimu doruc¢eni RNA in vivo. K tomuto ucCelu jsme vytvoiili komplex

(NDA135b), ktery se skladal z ND, polymeru, antisense RNA a transferinu.

Nasimi dil¢imi cili bylo (i) posoudit, zda nadorové specifické potazeni povrchu nosi¢e ma vliv
na akumulaci NDA135b v nadoru a Gc¢inné inhibuje tvorbu onkogennich miR-135b a (ii)
pokusit se definovat nespecifické cile a interakce imunitnich bunék. Nejprve jsme testovali
toxicitu a uc€innost NDAI35b ex vivo ve sférach tvofenych nadorovymi buikami,
kokultivovanymi s imunitnimi buiikami. Zjistili jsme, ze NDA135b cili na nadorové buiiky,
ale vaze se také na granulocyty. Poté jsme pouzili NDA135b in vivo. Komplex byl podany
intraven6zné a intratumoralné do zvitfat kmene Balb/c nesoucich nador. Aplikace NDA135b in
vivo vedla k a¢inném potlaceni produkce (knockdown) microRNA-135b v nadorové tkani bez
ohledu na zpiisob podéavani. Pouze v piipad¢ intravendzni aplikace se NDA135b dala detekovat
v periferni krvi a v moc¢i a snizila granularitu splenocytd. NaSe vysledky ukazuji, ze
intratumoralni aplikace NDA135b pfedstavuje vhodny a bezpecny piistup pro in vivo pouziti
nanodiamantovych komplext. Systémové intravendzni podani vedlo k interakci NDA135b s

dotCenymi bunkami a tkanémi a vyzaduje tedy dalsi pfezkoumani bezpecnosti pouziti.

Kli¢ové slova: nanodiamant, cilené nanocastice, pouziti in vivo, cileni nadorovych bunck,

antimiR, nano-bio interakce



Abstract:

Nanodiamonds (ND) serve as RNA carriers with potential for in vivo application. ND coatings
and their administration strategy significantly change their fate, toxicity, and effectivity within
a multicellular system. Our goal was to develop multiple ND coating for effective RNA
delivery in vivo. Our final complex (NDA135b) consisted of ND, polymer, antisense RNA, and

transferrin.

We aimed (i) to assess if a tumor-specific coating promotes NDA135b tumor accumulation and
effective inhibition of oncogenic microRNA-135b and (ii) to outline off-targets and immune
cell interactions. First, we tested NDA135b toxicity and effectiveness in tumorospheres co-
cultured with immune cells ex vivo. We found NDA135b to target tumor cells, but also to
interact with granulocytes. Then, we followed with NDA135b intravenous and intratumoral
applications in tumor-bearing animals in vivo. Application of NDA135b in vivo led to the
effective knockdown of microRNA-135b in tumor tissue regardless of administration. Only
intravenous application resulted in NDA135b circulation in peripheral blood and urine and it
decreased granularity of splenocytes. Our data showed that localized intratumoral application
of NDA135b represented a suitable and safe approach for in vivo application of nanodiamond-
based constructs. Systemic intravenous application led to an interaction of NDA135b with bio-

interface, and it will need further examination regarding its safety.

Key words: nanodiamond, targeted nanoparticles, in vivo application, cancer cell targeting;

antimiR; nano-bio interaction
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Literarni prehled

Nanodiamanty

Nanodiamanty jsou nanocastice tvofené uhlikem s unik4tnimi vlastnostmi a pouzitim. Daji se
nalézt volné v piirodé¢ v surové ropé, v meteoritech, v mezihvézdném prachu, v protoplanetarni
mlhoving a v urcitych usazeninovych vrstvach na zemi (Eldawud et al., 2016). Muzou byt ale
také vyrabény v laboratornich podminkach. Nanodiamanty jako takové nejsou v laboratornim
svété novinkou a byly vyrabény jiz v 60. letech minulého stoleti, na poc¢atku 90. let 20. stoleti
zacal jejich rozkvét a popularita a zdjem o vyuziti nanodiamantii prudce stoupala (Danilenko
et al., 2004).

Nanodiamantové nanoc¢astice maji uhlikovou strukturu s velikosti od dvou do n¢kolika desitek
nanometrt. Uvnitf nanodiamantti jsou grafitové (sp2) a diamantové (sp3) vazby a muze zde
vzniknout strukturdlni defekt (Chang et al., 2008). Typické defekty jsou boronové nebo
nitrogenové (Jelezko a Wrachtrup, 2006) a nepfedstavuji pro nas problém, naopak nam
poskytuji vyhody pii dal§im vyuziti nanodiamanti. Opticky jsou na nanodiamantech
nejzajimavejsi dusikové defekty, které mohou vznikat samovoln€ nebo mohou byt vyrobeny
umeéle (Bradac et al.,, 2010). Pokud je volné misto vedle nitrogenového defektu v
nanodiamantové miiZce, nazyva se NV centrum a miZe mit dva rozdilné naboje - neutralni
(NV?) a negativni (NV") (Petrakova et al., 2015). Oba typy NV center v nanodiamantech maji
rozdilné optické a magnetické vlastnosti (Davies, 1976, Petrakova et al., 2011), zatimco
nanodiamanty s NV~ centry maji maximum intenzity emise kolem Cervené barvy (590-625 nm),
nanodiamanty s NV centry maji maximum intenzity emise pohybujici se kolem oranZové
barvy (650-750 nm). Oba dva typy maji emisi stabilni bez vysvécovani nebo blikani (Petrakova

etal., 2011).



Obr. 1 Schématicky nacrt NV centra v nanodiamantové struktute. Volné prevzato z Jelezko a

Wrachtrup, 2006

Nanodiamanty se daji vyrobit v zdsad¢ tfemi typy metod: chemickda odpafovaci metoda
(chemical vapor deposition), detona¢ni metoda a vyroba vysokym tlakem a teplotou (HPHT

high pressure/high temperature).

Prvné vynalezenou metodou byla vyroba vysokym tlakem a teplotou, jejimz vysledkem jsou
nanodiamanty o velikosti nékolika desitek nanometri do jednoho centimetru ve velmi vysoké
kvalité a Cistoté bez dal§i smési uhlikovych struktur. Pouzivani téchto nanodiamanti je b&zné
v primyslu na fezani nebo k pfipravé ochrannych vrstev na riznych materidlech (Bovenkerk,
1959, Bundy, 1955). Dadle se tyto nanodiamanty pouzivaji v mediciné a to z divodu jejich
nizké toxicity a moZnosti Gpravy nanodiamantu tak, aby se zvysila fluorescence (Tsai L. W. et

al., 2016). Ta je nastrojem k pouziti nanodiamantti jako optickych sond (Alkahtani et al., 2018).

Dalsi metoda je ptfiprava nanodiamantli detonacni technikou, kterou se ziskaji nanodiamanty o
rozméru kolem 5 nanometri, Casto se ovSem shlukuji do klastrli, proto byva nutné je pred

pouzitim oddélit a vy¢istit. VyuZiti maji pfedevsim v biomedicin¢ (Dolmatov et al., 2013).

Poslednim zplisobem vyroby nanodiamantt je metoda chemické vaporizace (chemical vapor

deposition - CVD), kde se jako zakladni vrstva vyuziji nanodiamanty vytvofené detonacni



technikou a za pfitomnosti atomického vodiku rostou na této vrstvé nanodiamanty za nizkého

tlaku (Choy, 2003, May, 2000).

Vyuziti nanodiamantu

Pouziti nanodiamanti je neuvétitelné Siroké. Jedna se totiz o material s unikatnimi vlastnostmi
jako jsou tvrdost - nanodiamant je 50x tvrdsi nez nerezova ocel a ¢ini je tedy idealni k vyrobé
nejriiznéjSich fezacich nastrojli (van der Laan et al., 2018). Déle je nezanedbatelnou vlastnosti
biokompatibilita - nanodiamanty se zdaji byt netecné k buitkdm a buniky v jejich pfitomnost
nevykazuji morfologické zmény (Zhu Y. et al., 2012). Ani pfi pouziti in vivo ve zvifatech
nedochazi ziejmé k poSkozovani organti (Van der Laan, K. et al., 2018), i kdyz pfipadna
akumulace nanodiamanti v organismu neni jes$t¢ zcela vyjasnéna (Schrand et al., 2009,
Vaijjayanthimala a Chang, 2009, Krivohlava et al. 2019, Simkova et al. 2020).
Fotoluminiscence je u HPHT nanodiamanti dalS$i neptehlédnutelnou vlastnosti -
nanodiamanty se daji vyuzit jako biomarkery ¢i fluorescen¢ni znacky a na rozdil od bézné
vyuzivanych fluorescen¢nich markert jsou stabilni, nejsou nachylné k vysvécovani ¢i kolisani
intenzity luminiscence (Ni et al., 2020). V neposledni fad¢ jsou v porovnani s béznymi
fluorescenénimi markery levnéjsi (Chang et al., 2019). Také povrchové vlastnosti
nanodiamantii vybizeji k biomedicinskému vyuziti, povrch mize byt modifikovan riznymi
metodami a nejriznéjSimi molekulami a slouzit jako nastroje k transportovani molekul do
bun¢k (Tinwala a Wairkar, 2019).  VSechny tyto vlastnosti jsou vyznamnymi pfednostmi ve
vyuziti nanodiamantli v biomediciné. Nanodiamanty se totiz daji pouzit v nejriznéjSich
odvétvich mediciny, napiiklad v ortopedii (Suliman et al., 2015), k vyrob¢ kontaktnich ¢ocek
(Kim et al., 2014), magnetometrii na jedné buiice (Balasubramanian et al., 2008), studii toxicity
na bezobratlych a hlodavcich (Mohan et al., 2010), cilenou 1éc¢bu nddorovych bun¢k (Wang et
al., 2014) a pti preklinickych studiich 1écby rakoviny prsu (Moore et al., 2013). Pfi navazani
gadolinia na nanodiamant se zlepSuji moznosti zobrazovani v ramci vyuziti pfi kontrastnim
zobrazovani (Manus et al., 2010). Nanodiamanty mohou slouzit jako zéklad pro
antimikrobialni aplikace, jejich povrch dovoluje navazat vhodné antimikrobidlni latky a slouzit
k diagnostice a 1é¢beé mikrobidlnich infekci (Hartmann et al. 2012).

Nanodiamanty jsou vhodné k pouziti jako substraty pro navazani proteinti, nukleovych kyselin
a mnoha dalSich funk¢nich skupin. Na rozdil od dalSich uhlikatych sloucenin jsou

nanodiamanty povazované za netoxické. Pii porovnani s grafenem ve studii Zhang et al., 2012
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byla ukézédna mens$i toxicita, kterd mulze souviset s mirou posSkozeni cytoplazmatické
membrany. NejlepSi biokompatibilitu vykazuji nanodiamanty vytvorené metodou HPHT

(Chipaux et al., 2018).

Biodistribuce a toxicita nanodiamantu

VyuZzivani nanodiamantl v biologii a mediciné sebou pfineslo otazku bezpecnosti vyuziti
nanocastic v zivych organismech. Obecné se organismy s nanomaterialy vyrovnavaji nékolika
zpusoby, mohou je zcela ignorovat, adaptovat se na n¢, nebo na nanomaterial reagovat aktivaci
imunitni odpovédi a zadnétem. VSechny tii reakce se povazuji za bezpecné z hlediska imunitni
odpovédi. Pouze pokud je reakce aktivace imunitni odpovédi a zanétu abnormalni
(prodlouzena, prilis velka atd.), mize to pfinaset patologické nasledky (Boraschi et al., 2020).
U hadatka Caenorhabditis elegans byla ukdzana bezpecnost a biokompatibilita
fluorescen¢nich nanodiamant (Mohan et al., 2010) a to po podani nanodiamantti do travici
trubice 1 u injekce do gonad. Pfi studiu intravendzniho podani byl pouzity mysi model a
fluorescen¢ni nanodiamanty a byla zji§tovana akumulace v plicich, slezing, jatrech a ledvinach.
Velmi rychla byla exkrece z plic, postupné sniZovani mnozstvi nanodiamanti bylo pozorovano
ve zbyvajicich organech (Chow et al., 2011). Nékteré dalsi studie ukazuji, Ze nanodiamanty
jsou tolerovany 1 ve velkych davkach. Existuji ale 1 studie, které poukazuji na hematotoxicitu
nanodiamanti (Kumari et al., 2014), které shlukuji krevni desticky a mohou mit trombogenni
potencial. Jiné studie hovofi o vysoké biokompatibilit¢ nanodiamanti, avSak upozoriiuji na
genotoxicitu téchto Castic (Xing et al., 2011), kterou dokladd mirnym zvySenim exprese
proteintl, které jsou zodpovédné za opravu DNA (p53 a MOGG-1). Autor dalSiho ¢lanku
Magrez et al., 2006, ukazuje, Ze mira toxicity mize byt zavisla na pifidani kyselych skupin
(karbonylové, karboxylové a hydroxylové skupiny), které po navazani na povrch
nanodiamantil redukuji pocet zivych bunék.

Ani v ptipad¢ pfimého plisobeni nanodiamantli na nddorové buniky nebyla zjisténa zvySena
cytotoxicita pii testovani na Hela builkich a zminovanad cytotoxicita byla zavisla na
ptitomnosti sérovych proteinli v médiu (L1 et al., 2010). Pfi dlouhodobé kultivaci nddorovych
bun¢k A549 (nddor plic) v porovnani s 3T3 buiikami neukazovaly buniky sniZenou viabilitu a

zaroven neovlivilovaly déleni bun¢k (Liu et al., 2009).



Distribuce nanodiamanti v buiice zac¢ina pohlceni ¢astice bunikou. Nanodiamanty jsou bunkami
pohlcovany predevsim klathrinovym typem endocytozy, zavislym na energii (Liu et al., 2009,

Vaijayanthimala et al, 2009) — obr. 2.
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Obr. 2 Zpiisob pohlcovani nanodiamantt buiikami, PM plazmatickd membréna. Pfevzato z

publikace Grant et al., 2006

In vivo toxicita je také na pfednich mistech zajmu pfi praci s nanodiamanty. Zpoc¢atku byla
plicni toxicita pfi vdechovani nanodiamantii studovana Wang et al., 2004 u mysi a ukdzala, ze
nanodiamanty nemaji zadné zavazné vedlejsi G€inky na plice a jsou povazovany za Castice s
nizkou toxicitou k plicni tkani. Pouzitd koncentrace nanodiamantt byla 0,1 a 1 mg/kg. Pii
studiu distribuce a translokace nanodiamantii v plicich hraji zfeymé dilezitou roli plicni
makrofagy, které zajiSt'uji odstrafiovani Castic z t€la (Yuan et al., 2010). V praci Zhang et al.,
2010 byla dokédzana davkové zavisla toxicita u plic, jater, ledvin a v krvi. Pouzitd davka byla
0,8; 4; 20 mg/kg. Dlouhodoba oralni aplikace u mysi (Puzyr et al., 2007), ktera trvala 3-6
mesict a zahrnovala 0,002 az 0,05 wt % nanodiamantt v hydrosolu (celkova davka za celou
dobu trvani experimentu dosahla k 16 mg az 450 mg nanodiamantli v hydrosolu), nezptisobila
smrt zvifete ¢i zménu organové hmotnostni dynamiky (jatra, plice, srdce, ledviny, slinivka) a

nijak neovlivnila schopnost rozmnozovani zvitete. Bakowitz a Mitura, 2002 ukézali, Ze pfi



intraperitonealni aplikaci nanodiamantii desaty den po aplikaci nevykazuji potkani zddnou
imunitni reakci. U intravenozni aplikace ukazala prace Yuan et al., 2009, Ze nanodiamanty se
prednostné akumuluji v jatrech, sleziné a plicich a pouzili k tomu nanodiamanty vazané na
radioaktivni jod ('2°I). Vice nez 60% z aplikovanych nanodiamanti byly nalezeny jiz po piil
hodin€ v jatrech mysi a hladina zastala konstantni dalSich 28 dni. Jiny radionuklid byl pouzity
v praci Rojas et al., 2011 a to '®)F a pomohl ukazat, Ze po intravendzni aplikaci byly
nanodiamanty pfitomny pfedev§im v plicich, sleziné, jatrech a vylu€ovany do mocového
méchyie. Také se v této studii podafilo zjistit, Ze pokud se filtraci odstrani velké castice
nanodiamantil, zabrdni se jejich absorpci v plicich a slezin¢ a dojde k signifikantni redukci v

jatrech.

Protinadorova terapie a nanodiamanty

Nejrozsifenéj$Sim pouZitim v nadorové terapii je navazani jednoho nebo vice typu 1é¢iva na
nanodiamant. LéCiva vazand na nanodiamantech se pouzivaji ve dvou formach - prvni je
navazani nanodiamantti na chemicky substrat, ktery vytvoii tenky film. Druhou formou je

pouziti spontanné tvofenych nanodiamantovych klastril, takzvany nanodiamantovy hydrogel.

Nanodiamanty ve formé tenkého filmu se daji pfipojit k nejriznéjSim biologicky aktivnim
molekuldm, napiiklad ve studii Huang et al., 2008 byla nanodiamantova vrstva obohacena o
vrstvy uvoliioval a tim redukoval nezadouci vedlejsi u€¢inky na normalni, zdravé buiiky. Jina
studie (Lam et al., 2008) ukazuje pouziti nanodiamantového filmu se zaroven navadzanym

doxorubicinem a klade diiraz na pomalé a relativné stalé uvolnovani 1éciva.

V ramci protinadorové terapie bylo vyuzito toho, Ze nanodiamanty na sobé¢ mohou nést stabilni
davku 1é¢iva, latka se uvolnuje z povrchu postupné, je redukovana cytotoxicita, na rozdil od
jinych nosict podobného chemického slozeni. Vyziva se taky schopnosti nanodiamanti
shlukovat se do klastru a tim zvySovat G¢inek protinddorovych terapii, které jsou cilené na
buiiky rezistentni k 1é¢ivu (Chang et al., 2011). Ukazalo se taky, Ze agregované ¢astice s 1éCivy
zvySovaly ucinek protinadorové terapie zvySenim koncentrace cirkulujiciho 1é¢iva (Chow et
al., 2011). Navazani protinadorového 1é¢iva je véci velkého zajmu a vysledky studii ukazuji,

ze napiiklad pfi navazani nanodiamant na antracyklinova lé¢iva, kam patfi doxorubicin,
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epirubicin a daunorubicin, se zvySuje u¢inek léCiva u nadort rezistentniho ke konkrétnimu
1é¢ivu (Chow et al., 2011). Nadorové bunky totiz ztraceji schopnost aktivné se zbavovat
protinddorového 1é€iva a proto je pii 1€cbé téz mozné snizovat davku uz tak pomérné vysoce
toxického doxorubicinu. Zatimco spojeni doxorubicinu s nanodiamanty je ukazkou pasivniho
doruceni 1écbné komponenty, 1é¢ba nanodiamanty spojené s protilatkou proti EGFR jsou
ukazkou aktivniho doruceni 1éCiva. Experimenty provadéla skupina vedend Zhang et al., 2011
a pouzivala fluorescen¢ni nanodiamanty a linii lidského karcinomu prsu MDA-MB-231.
Podafilo se v nich zlepsit specifitu doru¢ovani nanodiamanti do bun¢k. Podobnou cestou se
vydala i skupina Moore et al. 2013 kterd vyuzila stejnou specifickou protilatku, navic pouzili
komplex nanodiamantt s epirubicinem, ktery byl enkapsulovéan v liposomu a na povrchu byla
navazana specificka protilatka. Dosahli tim kompletni regrese riistu nadoru in vivo.
Chemorezistence je vaznou komplikaci pii 1écbe nadord, tuto piekézku by ale bylo mozno
obejit pravé vazbou léCiva na nosi¢, ktery zvysi efektivitu 1écby. Piikladem mohou byt
experimenty Wang et al., 2014, kde 1écba nadoru jater epirubicinem navidzanym na
nanodiamanty byla efektivnéjsi nez 1éCivem samotnym.

Velmi uspéSnymi se zdaji byt kombinované nanoterapie, sloZzené z nanodiamantti a dalSich
material nebo pfimo funkcionalizované terapeutické nanodiamantové castice. To se dafi
predevsim diky unikatnim chemickym a fyzikalnim vlastnostem povrchu nanodiamantt.

A proto mohou nanodiamanty byt nejen perspektivnimi nastroji doru¢ovani 1€¢iv do bunék, ale
zaroven diky nizké cytotoxicité a nemoznosti vysvécovani, vhodnymi nastroji pro dlouhodobé

sledovani ¢astice nanodiamantu uvnitt buiiky (Fu et al., 2007).



miR a interferujici RNA

MicroRNA (miR)

MiR jsou kratké, kolem 21-23 nukleotidii dlouhé, jednovldknové nekodujici fetézce RNA.
Byly objeveny v mnoha eukaryotickych organismech, od rostlin az po ¢lovéka. K objeveni
MiR doslo v roce 1993 v tymu Leeho a jeho spolupracovnikii v laboratofi Victora Ambrose
(Lee et al., 1993).

Funkce miR spociva v regulaci exprese genll. MiR u zivocichl je komplementarni k regionu
3'UTR, coz je c¢ast mRNA, ktera nekoduje proteiny, ale vykonava regulacni funkce na dané
molekule mRNA. Jinym typem je rostlinnd miR, kterd je komplementarni ke kdédujicim
regionim mRNA. Pfi nasednuti miR na mRNA dochézi nejcastéji k inhibici translace nebo k
rozkladu mRNA (coz je proces podobny inhibici mRNA pomoci molekul siRNA). Nékdy mize
byt ozna¢ovana jako miRNP (miRNAribonukleoproteinovy komplex) a ptisobit i v jadre.
MiR vznika v jadie v podob¢ asi 70ti nukleotidti dlouhych fetézch pri-miR (primary miR) s
cepickou na 5' konci a polyadenylované sekvenci na 3' konci. Nésledna Gprava je realizovana
u zivoc¢ichl v proteinovém komplexu - mikroprocesor komplex, ktery je slozeny z ribonukleazy
[II Drosha a proteinu Pasha, zde se pfeméni pri-miR na pre-miR. Pre-miR je transportovana do
cytoplazmy pomoci proteinu Exportin-5 (Obr. 3 Benz et al., 2016), kde interaguje s PAZ
doménou endonukledzy Dicer a vznika 18-24 nukleotidi dlouha jednovldknova miR. miR se
vaze na komplex RISC (RNA-induced silencing complex), ktery je schopny tlumit expresi

gentl (tzv. RNA interference) a to inhibici translace nebo indukci Stépeni mRNA.
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miR v mediciné a v terapii nadoru

MiR jsou molekuly, které maji v medicin€ ¢im dal vétsi dilezitost a je na n€ obracena velka
pozornost. Mohou slouZit nejen jako markery, ale i jako cilové molekuly pro sledovani
zdravotniho stavu €loveka, prevenci a 1écbu celé fady onemocnéni. miR je molekula, ktera
muze ovlivilovat apoptdzu, proliferaci a migraci bun€k a hrat tim dtlezitou ulohu v rozvoji a
regulaci nddorového bujeni. U ¢lovéka mizeme hladiny jednotlivych miR vySetfovat v télnich

tekutinach jako jsou sliny, krev, moc, sputum, bronchoalveolédrni tekutina a tkénich.

MiR mohou byt vyuzity jako dilezité biomarkery pfi monitorovani celé fady zdravotnich stavli
¢loveka jako jsou nadorové, srdecni a plicni onemocnéni (napt. infarkt, astma, cysticka fibroza,
obstrukéni plicni onemocnéni), vrozené vady (napf. ledvin), autoimunitni onemocnéni
(autoimunitni zanétliva onemocnéni stieva, roztrousend sklerdza, Jagot et al., 2016), starnuti,
cirhoza, neuropsychické onemocnéni (napt. schizofrenie Kichukova et al., 2015, Alzheimerova

choroba Li et al., 2016), osteopordza (Sun et al., 2016), funkce krevnich desti¢ek (Lindsay et



al., 2016), preeklampsie (Jairajpuri a Almawi, 2016), endometridozy (Mari-Alexandre et al.,
2016), sepse (Benz et al., 2016), pii asistované reprodukci (Liu et al., 2016) nebo

onemocnénich ustni dutiny (Kim et al., 2015).

MiR molekuly mohou byt dilezité regulatory u rakoviny, hojeni diabetickych ran, chronické
hepatitidy C (Lee et al., 2016), diabetické nefropatie (Simpson et al., 2016), kardiomyopatie

(Thum et al., 2007) a dalsich stavii a onemocnéni.

Vyuziti malych RNA molekul bude pravdépodobné v 1ékatstvi uplatnitelné v rdmci 1écby a
podpory 1écby raznych typti nadorii, hepatitidy C, renalnich onemocnéni (Denby a Baker,

2016) a potencialn¢ mnoha jinych onemocnéni.

Interferujici RNA

Malé interferujici RNA mohou byt obecné vzato dva typy (Tab. 1). Oba jsou zpracovany
enzymem Dicer a inkorporovany do komplexu RISC. Tzv. siRNA je dvouietézcova RNA,
ktera mé exogenni plivod a vstupuje do bunky pomoci vektoru. miR je jednotetézcova RNA a
je vytvotena uvnit téla a jeji ptivod je v intronech delSich molekul RNA. Pokud se navéze
RISC komplex na cilovou mediatorovou RNA, dochdzi k interferenci mRNA s siRNA nebo
miR, coz muze vést k potlaceni exprese mRNA, bud’ tplnou degradaci cilové mRNA nebo

zabranénim translace mRNA.

V burice jsou ve zvySeném mnozstvi nékteré molekuly miR asociované s nadorovym bujenim
v porovnani se zdravymi buiikami. Tyto molekuly se nazyvaji onkomiry a prvni zminka
souvislosti mezi miR a nadorovymi builkkami je z roku 2002 v publikaci Calin et al.
Predpokladame-li, Zze onkomiry plisobi na nadorové buiiky proliferaéné, mohlo by se nam pfi
snizeni mnozstvi onkomirti podafit snizit proliferaci nadorovych bunék. V nasi praci jsme se
zamg¢fili na onkomir miR-135b, jehoz vyssi hladina byla prokdzana u karcinomu prsu (Xin et
al., 2015), nadorového modelu, kterému se vénujeme. Molekuly, které se pouzivaji ke snizeni
hladiny onkomiri se nazyvaji antagomiry a jsou komplementarni k dané jednovldknové
molekule miR a vaZzou se na ni (Kriitzfeldt, 2005). Vazba antagomir ke komplementarnim
molekuldm RNA je znama jiz od roku 1998 a nazyva se RNA interference (Fire et al., 1998) a

od doby, kdy byl tento proces objeven se mnoho védct timto fenoménem zacalo zabyvat.
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Ukazalo se totiz, ze by mohl mit velky vliv na fizeni funkci v buiice na molekularni rovni

(Downward, 2004) a to nejen u nadorovych modelt.

Tab. 1 Srovnani siRNA a miR (voln¢ pfevzato z Lam et al., 2015)

siRNA miR
Struktura 20-23 nukleotidd RNA 19-25 nukleotidi
Komplementarita komplementarni k mRNA ¢astecn¢ komplementarni
k mRNA
Cileni jeden cil vice cila (az 100 najednou)

Mechanismus genové

endonukleotické stépeni

represe translace, degradace

regulace mRNA mRNA, endonukleolytické
Stépeni mRNA
Klinicka aplikace terapeutikum terapeutikum,

cilovd molekula 1écby,
diagnosticky nastroj a
biomarker
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Nadorové bunky

Nédorova onemocnéni patii mezi nejcastéjsi pfi¢iny mortality a morbidity v rozvinutych
zemich. S v€kem populace se incidence nddorovych onemocnéni zvysSuje. Rizikovymi faktory

je nejen prostiedi a zplisob zivota, ale nezanedbatelné plisobeni maji i genetické vlivy.

Vztah mezi imunitnim systémem a nadorovym onemocnénim je zkoumany jiz po velmi
dlouhou dobu a popsal ho pied vice nez 150 lety Rudolf Virchow. Na pocatku 20. stoleti to byl
Paul Erlich, ktery formuloval hypotézu, Zze prostfednictvim imunitniho systému budou moci
byt zacileny obranné mechanismy nebo 1é¢ebné prostiedky pifimo na nadorové buiky. Tato
hypotéza postavila zaklady k praktickému pfistupu, ktery je rozvijen dodnes. Vyuziti
imunoterapeutickych principli a pfistupit je soucdst nespocetného mnozstvi ndvrhii na

protinadorovou 1écbu a adjuvantni protinddorovou 1écbu.

V genomu normalni buiiky jsou pfitomny funkén€ vyznamné geny, kodujici velmi vyznamné
bilkoviny, které jsou oznaovany jako protoonkogeny a jejich exprese je piesn¢ regulovana.
Pokud dojde k poruse regulace exprese protoonkogent, stavaji se z nich onkogeny, kodujici
produkty, které silné naruSuji normalni fyziologii organismu. Té€lo se témto procesiim brani
opravnymi mechanismy a exprimuje tzv. antionkogeny. V pfipad€, ze je fungovani
antionkogenl naruSeno, dochéazi k maligni transformaci builky a nddorovému bujeni v téle.
Nadorové bunky prodélavaji v téle vyvoj v ¢ase a v prostoru a tyto zmény se odrazeji 1 v reakci
imunitniho systému. Pod vlivem nadorového mikroprostiedi a imunitnich reakci jsou télem

nakonec selektovany bunky s nejvétsi proliferaéni a metabolickou aktivitou.

Karcinom prsu

Podle WHO je karcinom prsu nejcastéjSim nadorovym onemocnénim u Zen a podle Narodniho
onkologického registru CR piedstavuje karcinom prsu taktéZ nejéastéjsi nadorové onemocnéni
u zen v Ceské republice. Incidence nadoru prsu neustale stoupa (www.svod.cz) a to také diky
brzké diagnostice. Procento pieziti u diagnostikovanych Zen se 1i8i hlavné vyspélosti zemé a
ptistupem k Iékatské péci. Z celkového poctu timrti na svété predstavuje karcinom prsu 13 %
(Bray et al., 2018). Podil nové zachyceného metastatick¢ho karcinomu ztistava stejny (5-10

%). U metastatick¢ho karcinomu prsu se pétileté preziti zvysilo na 26 %. Karcinom prsu se
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nevyhyba ani muzim, vyskyt je viak nizky (desitky piipadt roéné v CR). Incidence tohoto

nadorového onemocnéni ma celosvétove stoupajici tendenci.

C58,085 - Hadory prsu -4 Incidence
Wiwoj v Gaze —-# Mortalita

Potet pfipadd na 100 000 ozob

Zdroj dat: 0ZIS CR
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SEEPSPETIEETT IS GG T 8T SIS TSSO
Analyzovana data: M{inc)=218020, Nimor)=76695 htt e ffwwrw svod.cz

Graf 1. Incidence a mortalita nadort prsu u Zen, zdroj dat UZIS

Premaligni zmény, které predchazi vzniku nadoru jsou hyperplazie (duktalni, lobularni nebo
atypickd), z nichzZ se vyviji neinvazivni karcinom in situ. Duktalni karcinom vyrasta z maligné
transformovanych epitelovych bunék vyvodl, zatimco lobuldrni karcinom vyrlsta z
epitelovych bunék laltickt (lobulit). Posléze se karcinomy méni na invazivni. Diagnostikované
1éze v prsu déli podle jejich rizikovosti pro vznik karcinomu na low-grade 1éze s nizkym
malignim potencialem a high-grade 1éze s vysokym malignim potencidlem. Oba typy

mamarnich 1€zi vznikaji v terminalni duktolobularni jednotce.

Mezi low-grade 1éze patii kolumnarni 1éze, atypické 1éze, atypicka duktalni hyperplazie a
lobulérni neoplazie. Kolumnarni a ploché epitelidlni 1éze jsou pokladany za prekurzorové 1éze
s 2-5ti ndsobné vys$i rizikem vzniku karcinomu. Atypicka duktalni hyperplazie nema vSechny
znaky duktalniho karcinomu prsu in situ a povazuje se za prekurzor tohoto stavu. Pfiblizné u
20 % zen se rozviji invazivni karcinom. Lobulédrni intraepitelialni neoplazie charakteristicka
proliferaci epitelu termindlni duktolobularni jednotky a povazuje se opét za prekurzor

lobularniho karcinomu in situ.

High-grade prekurzorové 1éze jsou povazovany za stadium ptfedchazejici invazivnim high-
grade karcinomim. Patfi mezi né mikroglanduldrni adenoza, atypickd apokrinni hyperplazie,

pleomorfni lobulérni karcinom in situ a duktalni karcinom in situ. Duktélni karcinom in situ
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je heterogenni skupina karcinoml s rozsdhlym spektrem genetickych abnormalit a
biologickych vlastnosti. Duktalni karcinom in situ neptekracuje bazalni membranu duktu,
nesiii se do cévniho a lymfatického fecisteé, miize se vsak Sifit intraduktalné na velké
vzdalenosti. Na mamografu se manifestuje mikrokalcifikacemi. Lobularni karcinom je Cast¢jsi
u zen v produktivnim véku nebo zen uzivajicich hormonalni medikamenty. Nema jasné

ohraniceni a netvori mikrokalcifikace.

Pti nddorovém onemocnéni prsu se posuzuje rozsah onemocnéni pomoci nékolika faktort. Je
jimi velikost nadoru, stav regiondlnich lymfatickych uzlin, pfitomnost vzdalenych metastaz,
vek pacientky a dalsi prediktivni faktory. Mezi tyto dalsi prediktivni faktory patii grading
nadorovych bunék (histopatologie), exprese hormonalnich receptorii (estrogenové a
progesteronové receptory), proliferacni indexy a exprese onkoproteinu HER-2/neu. Podle
téchto faktorti potom nasleduje terapie. Zakladem je chirurgicka 1éCba a potom systémova
protinadorova 1écba (chemoterapie, radioterapie, hormondalni terapie a biologicka 1écba). V

nékterych piipadech je mozna 1écba v ramci klinickych nebo experimentalnich studii.

Rizikové faktory jsou hlavné genetické, hormonalni a nutricni. Nadory prsu, které jsou

wvrwe

nejpocetnéj$imi jsou mutace BRCA1 a BRCA2 gent.

Lécba karcinomu prsu

K systémoveé 1€¢beé karcinomu prsu se pouzivaji tyto typy 1€cby: hormonalni 1écba,
chemoterapie, radioterapie a imunoterapie.

Pfi imunoterapii se spoléhdme na to, Ze imunitni systém ¢lovéka proti nddorovym bunikam
bojuje a snazi se je eliminovat. Nador vytvoii zanét, ktery vede k angiogenezi a zméné
nadorového mikroprostiedi. Do hlavnich roli se dostavaji fagocytujici buniky (NK bunky,
mastocyty, dendritické bunky) a aktivace pfirozené imunity. Pokud nedojde k eliminaci
nadoru, dochazi bohuzel k selekci klonii nddorovych bunék, které jsou schopné imunitnimu
systému uniknout. Imunogenicita jednotlivych typii mamérniho karcinomu se 1i$i a toho
vyuziva imunoterapie v prevenci 1 1é€b€ karcinomu prsu. V soucasné dobé jsou jako soucdast
imunoterapie k dispozici protinddorové vakciny, inhibitory kontrolnich bodli imunitni reakce
a je mozné vyuzit i imunomodulaéniho uc¢inku nékterych cytostatik a monoklonélnich

protilatek. Pfi kombinovaném podani se vyuziva synergického ptlisobeni téchto terapii.
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Protinadorové vakciny se vyuzivaji v prevenci rekurence onemocnéni (sekundarni prevence) a
kromé pocatecniho protinddorového ucinku zprostiedkovaného Tc lymfocyty (cytotoxické T
lymfocyty) mohou vést ke vzniku imunologické paméti (pamétové T a B lymfocyty).
Stimulace lymfocyti mulze byt proti jednomu nebo vice antigenim pomoci Zivych nebo
nezivych vakcin. Nezivé vakciny obsahuji antigen, adjuvans a zivé vakciny navic zivé bunky
(dendritické buiiky) nebo virové castice. U cytostatik se vyuziva imunomodula¢niho tc¢inku,
ktery je zprostiedkovan nékolika mechanismy — navozeni imunogenni smrti, senzitizace
nadorovych bun¢k k cytotoxickému ucinku Tc lymfocytl, selektivni inhibice Treg lymfocyti
a nezralych myeloidnich bun¢k a ovlivnéni exprese agonistii a antagonist kontrolnich bodt
imunitni reakce. Déle je vyuzivani cilena lé€ba monoklonalnimi protilatkami a jejich
imunomodulac¢ni plisobeni. V tomto pifipadé¢ se jednd o aktivaci mechanismu bunééné
cytotoxicity zavislé na protilatkach (tzv. ADCC antibody dependent cellular cytotoxicity) a
cytotoxicity zprostiedkované komplementem (CDC - complement dependent cytotoxicity).
Takto plisobi znamé biologické 1é€ivo Herceptin (trastuzumab), jehoz vytvofeni byl jeden z
klicovych objevil v 1é€bé metastazujiciho karcinomu prsu a po némz nasledovala dalsi 1é¢iva
podobné skupiny. Ac¢koliv je k dispozici na trhu cela fada preparatii, zadna 1éCba dosud nemuze

slibit upIné vyléceni a stale se hledaji nové a perspektivni metody 1é¢by a adjuvantni 1écby.

Karcinom prsu v mySim modelu

Pti studiu karcinomu prsu se v soucasné¢ dob€ neobejdeme bez zvifeciho modelu (studium in
vivo). Nejcastéji pouzivané modely jsou na mysi (Mus musculus) a existuje jich celd tfada,
protoze karcinom prsu je heterogenni onemocnéni. Mysi model karcinomu prsu se dé rozd¢lit

na 3 skupiny (Sakamoto et al., 2015):

1) xenografni model nebo syngenni model

2) chemicky, virové nebo radia¢né indukované modely
3) genetické modely (transgenni a knock-outy)

V na$i praci se budeme vénovat xenografnimu modelu, vzhledem k jeho technické,
ekonomické a ¢asové dostupnosti. Klasicky xenografni model spociva v transplantaci dobie
charakterizované linie lidského nebo mys$iho mamérniho karcinomu do, pokud je to nutné,

imunokompromitované mysi.
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4T1

4T1 model nddoru mlécné zlazy je transplantovatelnd linie mamérniho adenokarcinomu mysi
puvodné izolovana Fredem Millerem a kolegy (Pulaski et al., 2001). Tento nador roste u Balb/c
mysi a na jejich tkanovych bunkach. 4T1 nédorova linie je vysoce tumorogenni (nador se
vyvine u 100% inokulovanych mys$i) a invazivni a na rozdil od vétSiny modeli dokéze
spontann¢ metastazovat z primarniho nadoru v mlééné zlaze do vzdalenych casti téla, jako jsou
lymfatické uzliny, krev, jatra, plice, mozek a kosti. Je tedy pouzivani napi. k vyzkumu
metastatickych genii. Tento model mé nékolik nespornych vyhod jako je snadna mozZnost
transplantace do ptivodni origindlniho mista vyskytu (tzn. do mlé¢né zlazy) a svym zptisobem
rozsevu metastaz v organismu je velmi podobny lidskému nadoru prsu. Podobné jako nékteré
typy lidského karcinomu prsu je linie mySiho karcinomu mlééné zlazy 4T1 velmi slabé
imunogenni, exprimuje adekvatni mnozstvi MHC I receptorti a nemé detekovatelné MHC 11
receptory, takze je dobrym cilem pro CD8+ Tc lymfocyty (DuPre et al., 2007). Tato linie je

velmi vhodna k testovani novych protinadorovych vakcin.

Karcinom prsu a miR

Role miR v normalni fyziologii mlé¢né Zlazy nebyla jesté zcela prozkoumana. Nékteré studie
ukazuji na to, ze se exprese miR v mlééné zlaze méni v priab&hu dospivani, dospélosti, biezosti
u zvifete a v dobé€ a po skonceni laktace. Nékteré miR, které jsou asociovany s agresivnim
typem nadoru mlécné zlazy, jsou vysoce exprimovany taktéz béhem dospivani a biezosti, v
dob¢ vysoké proliferacni aktivity duktl a alveolti mlé¢né Zlazy, coz mlize naznaCovat ptimou
souvislost s proliferaci a ristem tkdn¢. Na druhé stran€ existuji 1 urcité miR, jejichZ hladiny
jsou nejvyssi v dob€ snizeni proliferace a remodelace prsni Zlazy po skonceni laktace. Pti

vyvoji nddoru mlééné Zlazy dochazi k dysregulaci miR.

Exprese estrogenniho receptoru (ER) je diilezity rozliSovaci znak, podle kterého se fidi i typ
1é¢by naddorového onemocnéni prsu. Soucasné studie dokazi rozeznat typickou expresi miR a
pritomnost ER receptoru. ER+ nadory exprimuji Let-7 a miR-342. ER- nadory exprimuji miR-
135b a miR-18 (Lowery et al, 2009). MiR-135b je klicovou miR molekulou v nasi praci.

Mechanismus dysregulace vétSiny miR je podobny dysregulaci mRNA, které prochazi
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podobnou kontrolou transkripénich mechanismu a to pravé diky stejné polymeraze (RNA Pol
IT). Po transkripci uz se uprava miR 1isi a je zde mnoho krokti, kde miize byt Giprava narusena

nebo ovlivnéna.

Protoze miR maji vyznamnou roli v regulaci onkogeneze, zdaji se byt i dalezitym cilem pro
ovlivnéni naddorového ristu. Ovlivnéni hladiny miR, které ma vliv na onkogenezi je velkym
piislibem v budouci 1écb¢, ktera spociva ve vnaSeni miR do nadorovych bunék pomoci
nejrazngjSich nosic¢t (Hayward et al., 2016). Na druhou stranu specifické miR maji Casto v

organismu i dalsi role, které by regulaci hladin miR mohly byt alternovany.

Nadorové prostredi a miR-135b

Zmény exprese nékterych miR jsou soucasti regulace imunofenotypu nadorovych bunck a
mohou mit také vliv na nadorové prostiedi. Pfimo miR-135b je zvySené exprimovand v
raznych typech naddorovych onemocnéni a to napt. u nadoru tlustého stfeva nebo nadoru plic
(Khatri et al., 2013, Lin et al. 2013). Dale naptiklad u karcinomu slinivky, kde ma vliv na
migraci, invazi a prestup z epitelu do mezenchymu (Zhang et al., 2017). A v literatufe jsou
popsany i ptipady zvysSené exprese u nadord prsu u ¢lovéka (Lv et al., 2019), kde je zvysena
hladina této miR korelovéna s invazi a proliferaci nddorovych bunék. Publikace Matsuyama et
al. 2011 ukézala na jasnou spojitost aktivace miR-135b signaliza¢ni drdhou STAT3 v typu
lymfomu ALCL. Zéaroven také bylo ukdzano, Ze exprese miR-135b ma vliv na tvorbu Th17
fenotypu, coz mtize byt z dtivodu cileni podobnych reguldtort Th2 odpovédi STAT6 a GATA3
pomoci miR-135b (Suzuki et al., 2015, obr. 5).
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Obr. 5 Regulace nadorového mikroprostiedi pomoci miR. Zména v expresi riznych typi miR
muze pomoci nejriznéjsich mechanismi ovlivitovat progresi a riist nadort. Pfevzato ze Suzuki

etal., 2015

Podle dalsi publikace Hua et al. 2016 zvySené exprimovani hladiny miR-135b se mohou podilet

na progresi nadorového onemocnéni a tvorbu metastaz.

miR a regulace imunity

Hematopoéza u savcti je proces, ktery je regulovan geneticky a epigeneticky. Zakladem tvorby
krevnich bun¢k je kmenova buiika, ktera udrzuje rovnovéhu mezi neustalym obnovovanim
krevnich bun¢k a diferenciaci téchto bun€k a dava vznik dalSim typim bunék, progenitoriim.
Za rtznych okolnosti, coz je tteba bunécny stres, starnuti nebo zanét musi progenitorova burka
rtizné reagovat a produkovat dalsi bunky, které budou schopné se na prosttedi a danou situaci
adaptovat a adekvatné na ni reagovat, ¢ehoz je docileno mechanismy jako je regulace
bunééného cyklu, proliferace, mobilizace kmenovych bunék, autofagie, sekrece a adekvatni

reakce na tvorbu cytokini.
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Pravé béhem zanétu nebo bunécného stresu je regulace tvorby miR modifikovana a tato
dysregulace muze vést k patologickym imunitnim odpovédim, naptiklad autoimunitnim
poruchdm nebo leukémii. Jiz je patrné, ze ne pouze transkripéni faktory ovliviiuji osudy
hematopoetickych bunck a cely tento proces je komplexni. Nékolik riznych miR muize bud’
kooperovat nebo mit antagonické piisobeni na urcity faktor a zaroven jedna miR muze
ovliviiovat vice cilti na genové urovni. V poslednich letech se podatilo najit mnoho novych
miR, které hraji roli ve vyvoji imunitniho systému a z toho diivodu se na n¢ obraci pozornost
jako na cile 1é€by pii onemocnénich, kterd jsou podminénd imunitnimi funkcemi nebo v nich

funkce imunity maji velky podil.

Regulace hematopoetické kmenovych bunék

Hematopoetické buiiky se nachazeji v kostni dfeni a jsou zodpovédné za neustalé déleni a
obnovu krevnich bun¢k a imunitnich buné¢k. MiR mé za normalnich podminek dulezitou
fyziologickou roli ve funkci hematopoetickych bun¢k. Bylo dokazano na zvifecim modelu, Ze
pfi blokovani proteinu 2 (zodpovédného za tvorbu RNA komplexu v jadife a nasledné miR
biogeneze) nasleduje selhani krvetvorby hematopoetickymi buiikami (Gruber et al., 2009).
Naptiklad rodina miR-125b je velmi diilezitd k zachovani normalni tvorby hematopoetickych
bunék a v pifipadé€ transplantaci je vynucend produkce této miR spojend se zlepSenim funkci

hematopoetickych bunék (O’Connell et al., 2010).

Regulace pfirozené imunity pomoci miR

MiR je nezbytnou soucésti regulace imunitniho systému pfirozené imunity. Ovliviiuje
piirozenou imunitu na urovni né€kolika hladin — produkce a aktivace cytokint nebo chemokind,
exprese adhezivnich nebo kostimula¢nich molekul, uvolnéni exozému a zpétna regulace
imunitni homeostazy. Studie zamétené na molekularni podstatu déji odhaluji to, Ze deregulace
ve funkcich miR mize vést k abnormélni bunécné imunitni odpovédi zplsobujici rlizna
autoimunitni nebo nadorové onemocnéni. Studie ukazuji, Ze miR hraje vyznamnou roli v

regulaci bunécéného vyvoje a funkce.
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MiR jsou exprimovany bunkami pfirozené imunity jako jsou monocyty, makrofagy,
dendritické buiiky, granulocyty a NK bunky. K regulaci funkce a diferenciaci makrofagl jsou
dilezité miR-155 a miR-146a (Turner et al., 2011). MiR-223 je zvySené exprimovand béhem
diferenciace granulocytli a miize dramaticky ovliviiovat jejich osud (O’Connell et al., 2011).
Dale bylo naptiklad ukazano, ze mysi, kterym chybi miR-150, neprodukuji nebo maji sniZzenou

produkci NK bun¢k (Bezman et al., 2011).

Obr. 6 - MiR reguluji vyvoj a funkei bunék ptirozené imunity. Pfevzato Mehta and Baltimor,
2016. CMP bézny myeloidni progenitor, GMP progenitor granulocytli a monocyti, MEP
progenitor megakaryocytli a erytrocyti.

MEP . GMP'
miR-155, \“*-,/

miR-144 miR-150 miR-223. miR-155, miR-146a,

and and miR-196b miR-125b, miR-124,

miR-451 miR-10a and miR-21, miR-9 and
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Tab. 2 - Rzné miR hrajici roli v pfirozené imunité, prevzato Yu et al. 2013

miRNAs Cilovy gen
Makrofagy miR-511-3p MRC1
miR-146a TRAF6, IRAK1
miR-27b
miR-9 NF-kB1
miR-222, miR-339 ICAM-1
miR-125b TNF-a
miR-16
NK bunky miR-378 GZMB
miR-30e PRF
miR-27a PRF1 & GZMB
miR-30c-1 HMBOX1

Regulace adaptivni imunity pomoci miR

Riizné studie ukazuji vliv miR na vyvoj a diferenciaci T a B lymfocytl, coZ znamena, Ze
defekty nebo chyby v regulaci miR mohou byt spojovany s chorobami, které jsou podminény

defektem ve vyvoji a funkci T bunék nebo B bunék.

Naptiklad bylo dolozeno, Ze exprese miR-181 mliZze zvySovat diferenciaci B bunék, bez vlivu
na myeloidni buniky nebo T buiiky (Chen et al., 2004), coz bylo dok4zéano studii, ktera byla

soucasné prvni praci ukazujici, Ze miR mohou modulovat vyvoj imunitnich bunék.
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Obr. 7 - MiR ovliviiuje vyvoj bunck adaptivni imunity, pfevzato z Mehta and Baltimore, 2016,
a) vyvoj a funkce B bunék, b) vyvoj a funkce T bunék, CLP bézny lymfoidni progenitor, DN
dvojité negativni, DP dvojité pozitivni, LMPP lymfoid-primed multipotentni progenitor, pre-
B cell prekurzor B bungk, pre-pro-B cell prekurzor progenitorovych B buné¢k, pro-B cell

progenitor B bun¢k, SP single pozitivni
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Jedna z prvnich miR spojovana s B buné¢nou odpovédi je miR-155. MiR-155 ptfimo potlacuje
AID, coz je faktor (Activation induced deaminase), ktery je nezbytny k maturaci protilatek.
Dysregulace AID muze také vést k hematopoetickému nddorovému onemocnéni (Okazaki et

al. 2003).

Na vyvoj T lymfocytlh ma vliv napt. miR-21, kterd pomaha v ramci Th17 diferenciace bunck
cilenim SMAD?7, ktery je negativné reguluje TGF-f signalizaci (Murugaiyan et al., 2015).

Dalsim zajimavym ptikladem, tentokrat regulace funkce T lymfocytl pomoci miR, je vlastnost
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miR-146a potlacujici funkci Treg pfimym zacilenim na STAT (Lu et al., 2010) a zaroven

funguje jako inhibitor odpovédi pomoci INF-y (Huffaker et al., 2012).

Tab. 3 U¢ast miR v adaptivni imunit¢, dle Yu el al., 2013

miRNAs Cilovy gen
B bunky Pro B bunky miR-34a FOXPI
miR-17~92 BIM
miR-150 c-MYB
Pre B bunky miR-155 BIC
miR-155 SHIP & C/EBPp
miR-125b LIN28A
Nezral¢ B bunky miR-15a, miR-16-1
miR-181a, miR- PLAGI
181b, miR-107,
miR-424
Naivni B bunky miR-17-5p, miR-
106a, miR-181b
miR-17-5p, miR-127
miR-17~92, miR-
106a-363, miR-
106b-25
Zralé B bunky miR-155 PU.1
T bunky miR-135b FOXOI, STAT6 &
GATA3
miR-140-5p, miR- ULBPI1
409-3p, miR-433-3p,
miR-650
Dendritické buiiky miR-155, miR-146a,
miR-125a-5p
miR-155 AGO2, AGO4
miR-23b NOTCH1
miR-146a, miR-155,
miR-132
miR-511




Patologie dysregulace miR

Onkomiry a MiR nadorové supresory

V ftad¢ studii, vénujici se hematologickym patologiim a autoimunitnim onemocnénim
zahrnujici roztrouSenou sklerézu, systémovy lupus, reumatoidni artritidu, zanétlivé
onemocnéni stfev nebo Sjogrentiv syndrom, byl zjistén vyznamny vliv miR. Nékteré miR
funguji jako tzv. onkomiry — jednd se o miR, kterd v ptipadé vysoké exprese mize vést k

nadorovym zménam. Existuji ale také miR, které maji tlumivé u€inky na nador.
Nadorové onemocnéni krve

Vliv miR na nddorové onemocnéni krve nam dokumentuje priklad miR-28, ktera funguje jako
nadorovy supresor a jeji exprese je snizend béhem Burkittova lymfomu a non-Hodgkinové
lymfomu (Schneider et al., 2014). Ale vibec prvnim modelem vlivu onkomiri na
hematopoetické malignancie byl publikovany v roce 2010 Medina et al. Uméle zvySena
exprese miR-21 vedla k vytvotfeni pre-B bunécného lymfomu a nésledné snizeni hladiny miR-

21 se projevilo jako regrese maligniho onemocnéni.
Autoimunitni choroby

Jiz mnoho studii prokazalo zménu v expresi miR u autoimunitnich onemocnéni. Pfesny divod
a mechanismus téchto zmén zatim neni Uplné objasnén. Nékteré z miR mély vliv na regulaci
prozanétlivych Th17 bunék, které zrychluji progresi autoimunitnich onemocnéni, napt. na
modelu roztrousené sklerdzy. Takto funguji riizné miR, naptiklad miR-21 (Murugaiyan et al.,
2015). I dalsi vyzkumy nam ukazuji, Ze inhibovanim prozanétlivych miR by se mohl byt jeden

z 1éCebnych piistupl a to alespon v aditivnich terapiich.

Role miR-135b v imunitnich funkcich

Role miR-135b v imunitnich funkcich se zd4 velmi komplexni. Dokazan je vliv na regulaci T
lymfocytli a to jmenovité na aktivaci T lymfocytli a prezentaci antigeni na dendritickych

bunikach, coz ma za nasledek plisobeni na dal§i druhy imunitnich buné¢k. MiR-135b negativné
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ovliviiuje expresi Th2 lymfocytarnich genii STAT6 a GATA3 (Matsuyama et al., 2011). V tom

samém c¢lanku je popisovana moznost inhibice miR-135b, ktera in vivo indukuje angiogenezi.
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Cile prace

V nasi praci jsme si vyty¢€ili nékolik dil¢ich cili k posouzeni budouciho vyuziti

nanodiamantovych ¢astic jako cilenych nosicl terapeutik v nadorovém mikroprostredi.
Zavedeni vhodného nadorového modelu in vitro/ex vivo/in vivo
Vybér a ovéreni vhodné efektorové molekuly pro genovou terapii
Vytvoteni nanodiamantového systému s vybranou efektorovou molekulou

Definice imunitni odpovédi na aplikované nanocasticové systémy
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