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1 UVOD

Virus vakcinie je od 80. let minulého stoleti vyuzivan jako vektor vhodny pro expresi
heterolognich proteina. Pfi infekci virem nesoucim cizorody gen muze dojit k vyvolani imunity
proti produkovanému proteinu a lze tak organismus ochranit pfed pfirozenym producentem
tohoto antigenu, napiiklad pfed viry ¢i nadorovymi bunkami. K posileni tohoto efektu Ize vkladat
do vakcinacnich vira 1 dalsi geny, které nesou aktivitu modulujici ¢innost imunitniho systému.
Zpravidla se jedna o stimula¢ni{ cytokiny, rastové faktory bunék imunitniho systému a

kostimulac¢ni molekuly.

V nadi laboratofi se pracuje na piipravé rekombinantnich vakcin zaméfenych proti
nadoram zpusobenym lidskym papillomavirem typu 16 (HPV16). K vyvolani imunity se pouzivaji
rekombinanty nesouci papilomavirovy gen E7 a pro zvyseni jejich imunogennosti se do nich
vkladaji 1 geny pro stimulacni cytokiny. K takovym cytokinim patif také Flt3 ligand ¢i GM-CSF,
které jsou si ve svém ucinku v pfirozeném prostfedi podobné a vyuzivaji se pro své adjuvantni
vlastnosti pfi vyvolavani protinidorovych odpovédi. Vzhledem k velkému vlivu cytokinu TGF-f3
na nadorové mikroprostiedi jsme dale vyuzili rekombinantni viry nesouci rozpustnou formu
receptoru pro tento cytokin, abychom potlacili jeho stimula¢ni ucinky na rast nadoru. Nékteré
rekombinantni viry byly studovany vice do hloubky a jejich vlastnosti a chovani byly

charakterizovany 7 vitro.

Cile prace:

B ovéfit, zda intratumoralni exprese GM-CSF produkovaného virem kmene MVA
bude zvysovat protektivni a terapeutickou protinadorovou imunitu iz vivo
v kombinaci s DNA vakcinou

B otestovat adjuvantni acinky FL exprimovaného virem kmene P13 na protektivni a
terapeutickou protinadorovou imunitu

B otestovat vlastnosti a protinadorové ucinky vakciny kmene P13 exprimujici
sTBRII nebo sTBRII-Fc-Jun

B analyzovat 7 vitro biologické a biochemické vlastnosti viru exprimujiciho gen pro

lidsky alternativné sestfizeny Flt3 ligand (FL)



2 LITERARNI PREHLED

2.1 POXVIRY

Celed Poxviridae predstavuje skupinu obalenych vira, kde nositelkou genetické vybavy je
linearni dvoufetézcova DNA uzaviena na obou koncich vlasenkovymi smyckami. Jeji délka se u
zastupcu této skupiny pohybuje mezi 130-300 tis. para bazi (bp), nejmensi je u parapoxvira a
nejvétsi genom maji ptaci poxviry. Viriony jsou cihlovitého tvaru o velikosti kolem 200-450 x
140-260 nm. Diky velikosti viriont se poxviry fadi k nejvétsim znamym viram, je mozné je
pozorovat optickym mikroskopem a jako vubec prvni byly zobrazeny i elektronovym
mikroskopem (1) Infekéni virus ma komplexni strukturu, ktera sestava z vnitiniho bikonkavniho
jadra, dvou lateralnich télisek a nckolika plasmatickjch membran odvozenych od
membran hostitelské burky. Kromé DNA je vjadfe uzaviena fada poxvirovych proteint,

vétsinou enzymu, které jsou vyuzity béhem Zivotniho cyklu viru (2),

Vétsina eukaryotickych DNA  vird vyuziva pro replikaci své genetické informace
metabolickych drah hostitele. Poxviry se lisi (spolu s nimi i napf. mimiviry u bezobratlych
zivocichu). Tvofi skupinu téméf dokonale samostatnych virt, jejichz DNA nevstupuje do jadra
hostitelské bunky, ale zastava v cytoplasmé, kde zneuziva translacni aparat bunky a mnozi za
pfispéni prevazné virem kodovanych enzymu. Piiblizné 100 gent z centralni oblasti genomu

podilejicich se na replikaci je konzervovano u vsech clena skupiny chordopoxvira (3),

Na zaklad¢ hostitelského spektra a sekvencni homologie se ¢eled’ Poxviridae ¢leni na dvé

(4 Srovnavaci tylogeneticka analyza mezi

podceledi, Entomopoxvirinae a Chordopoxvirinae
nimi odhalila vyrazné rozdily (®. Zastupci obou skupin infikuji délici se i nedélici se busky.
Entomopoxviry (rody alfa-, beta- a gamaentomopoxvirus) hosti hmyzi fady Diptera, Coleoptera a
Lepidoptera. Skupinu chordopoxvirt tvofi osm rodu, jejichz zastupci jsou uvedeni v tabulce ¢. 1.
Rody parapoxvirus a molluscipoxvirus jsou si blizce pfibuzné a pravdépodobné se oddélily od

o (5)

avipoxvira * > . Pfestoze orthopoxviry napadaji pfevazné zvifata, dochazi vyjimecné i k pfenosu

na c¢lovéka (rody orthopoxvirus, parapoxvirus, yatapoxvirus).



Rod a druh

Pfirozeny hostitel

Nemoc u ¢lovéka

Orthopoxvirus
Variola clovek pravé nestovice
Vakcinie neznamy pouzita pro vakcinace, lokalizované

léze

Kravsky virus

hlodavci, dobytek, kocky

lokalizované kozni 1éze

Opidi virus

veverky, opice, ¢lovék

podobné pravym nestovicim

Ectromelia virus

hlodavci

Parapoxvirus

Virus stomatitidy

dobytek, clovek

lokalizované kozni 1éze, ztidka

Orf virus

ovce, clovék

lokalizované kozni 1éze, zfidka

Pseudokravsky virus

dobytek, ¢lovek

lokalizované kozni 1éze, ztidka

Yatapoxvirus

Tanapoxvirus hlodavci, clovék lokalizované kozni 1éze, ztidka

Yabapoxvirus opice, clovek lokalizované kozni léze, velmi
ziidka

Capripoxvirus

Ov¢i virus ovce

Kozi virus kozy

Suipoxvirus

Praseci virus prasata

Leporipoxvirus

Virus myxomatézy kralici

Virus fibromatdzy kralici

Veverdi fibroma virus veverky

Avipoxvirus

mnoho druht ptaci

Molluscipoxvirus

Molluscum contagiosum | clovek hodné nodularnich koznich 1ézi

Tab. 1. Zdstupci podéeledi Chordapoxvirinae. Prevzato a upraveno podle Fenner, 1996, a Fields, 5.edice, 20079

2.2 VIRUS VAKCINIE

V 18. stolet{ se nejvyznamnéjsi epidemii na svéte staly pravé nestovice zptisobené poxvirem
pojmenovanym variola. V té dobé¢ se lidé snazili pfedchazet nemoci tzv. variolaci, kdy se tekutina
z nestovic pfenasela z clovéka na ¢lovéka infekel oteviené rany. Tato imunizace vSak byla casto
doprovazena plnym projevem nemoci a ¢astymi amrtimi. Na konci 18. stoleti si anglicky Iékaf
Edward Jenner v§imnul, ze dojicky krav majf jizvy zptisobené nakazou virem kravskych nestovic.

Také si vSimnul toho, Ze v této skupiné osob jsou minimalni nalezy infekce virem pravych



nestovic. Zkusil imunizovat chlapce hnisem z nestovic dojicky. Po nékolika tydnech otestoval
jeho imunitu nakazou virem varioly. S napétim ocekaval, zda chlapec nakaze podlehne ¢i nikoliv.
A povedlo se. Virus kravskych nestovic poskytl dostatecnou odolnost organismu proti nakaze
nebezpeénymi pravymi nestovicemi. Stejny postup vyzkousel i na sobé a na dalsich

dobrovolnicich. Pies poc¢ate¢ni obavy vefejnosti se jeho vakcinace ujala (6),

V prvni poloviné 20. stoleti se zjistilo, ze vSechny vakciny obsahuji jiny poxvirus — virus

vakeinie (7

. Imunizace vakcinii méla mirnéj§i prab¢h imunitni reakce. Kdy doslo k zaméné
ockovacich virt, se uz dnes asi nezjisti, puvod vakcinie je sporny a pfirozeny hostitel nebyl
nalezen. Neni moc pravdépodobné, ze by byl virus jen odvozen od blizce piibuznych kravskych
¢i pravych nestovic pouhymi mutacemi a dlouhodobym pasazovanim, vysokou miru homologie
vykazuje 1 s opicim a buvolim poxvirem (8,9.10) Prijatelné je tak vysvétleni, ze se tento poxvirus
ve svém piirozeném hostiteli jiz nevyskytuje. Dusledna ockovaci kampan rozsifena po celém
sveété vedla k uplné eradikaci viru variola z lidské populace, posledni vyskyt nakazy pravymi

nestovicemi byl zaznamenan v roce 1977 (11)

. Vroce 1980 Svétova zdravotnicka organizace
prohlasila virus varioly za vymyceny a pfestalo se proti nému ockovat. V této dobé se zacala
vyuzivat technika DNA rekombinace u viru vakcinie a byl tak polozen zakladni kamen
genetickym dpravam poxvirt a jejich vyuziti jako rekombinantnich vektora (12) Béhem mnoha
let vyuzivani vakcinie byla odvozena fada kment s odlisnymi vlastnostmi. Nejstarsi znamy
ockovaci kmen pochazi z Anglie NYCBH), z néj je odvozeny pomérné virulentni kmen Western
Reserve (WR) (¥ Dalsi kmeny byly postupné popisovany po celém svété, nejznamnéjsi jsou
napf. Lister, Kodan, Wyeth, Ankara, jejich oslabené derivaty, z poslednich publikovanych typu
napf. Acambis a kmen Tian Tian (www.ncbi.nlm.nih.gov). V minulosti velkoplosné

nejpouzivanéjsi kmeny pro ockovani proti pravym nestovicim jsou uvedeny v tab. ¢. 2.



Kmen Pavod Patogenicita | U¢innost Bezpecnost
virulence
NYCBH | Anglie 1856, USA | nizka historicky dolozena 0,004% komplikaci
od 1876
Lister Némecko, od 1892 | stiedni historicky dolozena neznama
i Anglie
EM-63 SSSR, odvozenz | nizka historicky dolozena neznama
NYCBH
Temple of |Cina od 1926 vysoka historicky dolozena neznama
Heaven
MVA tkafové kultury, nizka méné ucinny v bezpedny u zdravych a
Némecko, Turecko hemaglutinizaci a inhibici | imunosuprimovanych
neutralizacnich protilatek. |lidf i zvyfat.
Pouzity jen jako Jeden z nejvice
»pfedvakeina® pro dalsi atenuovanych kment
pfeockovani, nejcastéji
kmenem Lister

Tab. & 2. Kmeny nejéastéji ugité pro velkoplosnon vakcinaci. Zdroj Bascter healtheare, http:/ | www.baxcterhealtheare.co.uk

Kryo-elektronova tomografie virem infikovanych bunék odhalila cihlovité partikule o
rozmérech 360x270x250nm obalené 5-6nm silnou membranou. Pod ni jsou dv¢ laterarni téliska

tvofena heterogennim materidlem bez zjevné struktury a virové jadro (19

. U wvakcinie byla
poprvé zjisténa piitomnost aktivni RNA polymerizy, studium vakciniového virionového
trankripcniho systému hralo hlavni roli pfi charakterizaci polyadenylace a cepickové struktury u
mRNA. Dnes je jednim z virovych vektora pouzivanych pfi expresi heterolognich proteinu, pfi

studiu proteinovych interakci, nebo pii sledovani reakci imunitntho systému hostitele a vyvoji

rekombinantnich vakcin.

2.2.1 STRUKTURA A ORGANIZACE GENOMU VAKCINIE

Délka dsDNA se pohybuje kolem 190 kbp s ohledem na dany virovy kmen. Genom byl
pocatkem devadesatych let uplné osekvenovan a bylo v ném zjisténo asi 223 pravdépodobné

(13) Téméf u viech genu (95%) byla potvrzena exprese pomoci metody genome

funké¢nich gent
tiling array, ovSem u poloviny z nich zatim neni znama pfesna funkce (1617 Tinearni molekula

DNA obsahuje piiblizné¢ 10 kbp dlouhé invertované terminalni repetice s useky kratkych



tandemovych opakovani a je na koncich kovalentné uzaviena vlasenkami bohatymi na AT pary,

viz obr. 1 (18)

INVERTED REPETITION INVERTED REPETITION
TERMINAL —~¢ —— - TERMINAL
1 - B 1 1 1 1 I 1
LOOP 20 40 60 80 100 120 140 160 180 LOooP

KILOBASE PAIRS
TANDEM REPEATS

70 bp 70 bp 54 bp
—— r————
OOy e et T T T T
2 125bp 4 6 8 10

KILOBASE PAIRS

Obr.c. 1. Struktura DNA viru vakcinie. Prevzato a upraveno 3 Moss ve Fieldsové virologit ™ .

Restrikén{ analyza ukazala, ze DNA sekvence viru vakcinie a ostatnich orthopoxviri je
v centralni c¢asti genomu znacéné¢ konzervovana, koéduje vétsinou esencialni geny, kdezto

19) | Endonukleizou

v koncovych hypervariabilnich oblastech jsou umistény geny neesencialni (
HindIII byl genom nastépen na fragmenty raznych velikosti oznacenych pismeny A-S.
Vakciniové geny se identifikuji jejich lokalizaci v genomu, to znamena pismenem fragmentu,
pofadovym ¢islem genu z nékterého konce a pismenem udavajicim smér transkripce doprava (R)
nebo doleva (L). Geny v oblastech terminalnich repetic se vétsinou pfepisuji smérem ke konci

genomu, v centralni ¢asti je orientace transkripce smiSend, ojedinéle zde dochazi i k interferenci

dvou RNA pifekryvem dvou opacné orientovanych ctecich ramct a vzniku dsRNA.

2.2.2 ZIVOTNI CYKLUS VAKCINIE

Genova exprese béhem infekce je regulovana na Grovni transkripce (9. TH tiidy
virovych gend — casné, intermediarni a pozdni — jsou soucasti fizené kaskady. Z asi dvouset
genu je okamzité po infekci bunék exprimovano 35 (18) | Faktory vyzadované pro iniciaci
transkripce jedné tfidy jsou kédované tifidou genti pfedchazejici faze. Specifické vakciniové
promotory jsou rozpoznavané pouze virovou RNA polymerazou. Ta je uloZena spolu s dalsimi
enzymy (poly[A]-polymeraza, capping a methyla¢ni enzymy, helikiza, topoizomeraza) a

transkripcnimi faktory ve virovém jadrfe.



Po vstupu do bunky probiha casna transkripce pfimo v intaktnim jadfe, kdy vznikaji
proteiny stimulujici rast okolnich bunék hostitele, faktory ovliviiujici imunitni odpoveéd, proteiny
potiebné pro naslednou replikaci viru a transkripéni faktory pro intermediarni geny (20) Teprve
poté se virus rozbaluje a v cytoplasmé bunky dochazi k replikaci genomu. Nasleduje transkripce
intermediarnich (pfevazné transkripéni faktory) a pozdnich gent (strukturni proteiny, enzymy
virového jadra, proteiny Gcastnici se interakce s hostitelem), tvofi se dcefinné viriony a virus se

§iff do okolnich bunék.

2.2.3 VSTUP VAKCINIE DO BUNKY

Dosud nebyl nalezen zadny specificky receptor pro vstup vakcinie do bunky. Pro
pfichyceni na bunku jsou dulezité glykosaminoglykany v extracelularni matrix — heparansulfat a
chondroitinsulfat, s nimiz interaguji virové membrinové proteiny A27, D8 a H3 (#1:22:23)
nicméné existuyji 1 dakazy (ovéfeno delecnimi mutantami, nebo kompetici s volnymi
glykosaminoglykany), Ze pfichyceni k bunice mutze byt 1 nezavislé na téchto strukturach (24),
K matrixovému proteinu lamininu se vaze dal$i membranovy virové protein A26 (29) Nejnovéji

virovy L1 je potencidlnim ligandem pro zatim neznamy bunéény receptor viru vakeinie (29,

Vakcinie tvofi dvé morfologicky a antigenné odlisné formy infekcnich partikuli IEV a
EEV (viz dale). Virus je neobvykly v tom, Zze obé formy mohou vstoupit do bunky splynutim
plasmatickych membran pfi neutralnim pH, nebo se pomoci endocytézy ve snizeném pH (pH=5)
uvolnuji do cytoplasmy (2D o, ktery zpusob infekce bunky si virus ,,vybere® zavisi za kmeni
vakcinie. Infekce virulentnim kmenem WR je citliva k podani inhibitoru okyselovani vacka
bafilomycinu, tudiz vyuziva spiSe kyselou endocytickou drahu. Kmeny Kodan, IHD-] nebo
Elstree jsou mén¢ citlivé k inhibitoru a pfedpoklada se, Zze pro infekci bunck pouzivaji flzi
membran v normalnim pH. Specificita vstupu do bunék dale zavisi také na typu
bunék/bunécnych linif a na jejich povrchovych glykosaminoglykanech (28.29) yakcinie pouziva
také nezvykly zpusob infekce pomoci makropinocytézy. Ve svych obalovych membranich
vystavuje fosfatidylserin, ktery se normalné vyskytuje pouze na povrchu bunék prochazejicich
apoptozou (39 Timto zpusobem vakcinie uvolnéna do krevniho fecisté¢ napodobuje apoptoticka
téliska a laka bunky ,,dobrovolné* se nechat infikovat. Pii tvorbé vybézka (pomoci aktinu a
myosinu II) natahujicich se po viru (tzv. bleby) dochazi k aktivaci receptoru pro EGF (EGFR) a
k aktivaci GTPaz Rho a Racl, nasleduji PAK1 a PI-3 kinazy a dals§i faktory typické pro
makropinocytézu a virus penetruje do cytosolu. Opét zavisi na daném kmeni vakcinie, zda bude

pro penetraci nutna acidifikace ¢i nikoliv (31.32,33,3%) Vlastni splynuti membran zajist'uje tzv.



entry-fusion complex (EFC), soubor asi 12 interagujicich proteint, z nichz ne vsechny jsou nutné
zakotveny v membrané (3%, Nedavno byl objeven vubec prvni maly peptidovy inhibitor, ktery
brani vstupu vakcinie do buniky pravé ve fazi mezi pfichycenim a fazi membran (36) Splyvanim
membran dochazi k rozbaleni virovych obalek a virus prochazi ¢asnou fazi infekce (transkripce
uvnitf vir. jadra). Z membranového cytoskeletu pfeseda obnazené jadro na mikrotubuly (37 na
kterych se pohybuje smérem k endoplasmatickému retikulu a do blizkosti bunééného jadra.
Tento pohyb lze iz vitro inhibovat pfidanim kolchicinu nebo nocodazolu. Kolem jadra se pozdéji

vytvaif virové ,factories (viroplasma) a probihaji tam i dalsi faze infekce zakoncené tvorbou

novych obalenych viriont.

2.2.4 RIZENI TRANSKRIPCE

Davison a Moss (1989) se zabyvali studiem struktury vakciniovych promotort. Zjistili, ze
promotory tvofi velmi kratké a jednoduché oblasti zahrnujici asi 30 bp pfed vlastnim genem.
Exprese gent je fizena pouze z promotoru, neni regulovana zadnymi jinymi faktory, virus nema
ani pfed promotory umisténé aktivujici elementy. Mezi jednotlivymi tfidami transkripth se
promotory lis{ v sekvenci, zachované je vsak zakladni uspofadani — konsensus oblast asi -12-15

bp a iniciacni oblast (38,38)

Casny promotor mé asi 16 bp dlouhou kritickou oblast, ve které kazda ziména nukleotidu
ovlivn{ intenzitu transkripce. S touto oblasti sousedi 11 bp sekvence bohatd na T, po niz
nasleduje 7 bp dlouhé misto iniciace transkripce obsahujici vétsinou purinové baze. Velmi
dualezity je také G na pozici -21. Jiz béhem transportu obnazeného virového jadra od povrchu
bunky k bunéénému jadru dochazi k casné transkripci uvniti partikule. Ve virovém jadfe jsou
malé pory, jimiz dovnitf proudi ribonukleotidtrifosfaty a ¢asna mRNA se dostava z jadra malymi
péry a spolu s DNA/RNA-vazebnym proteinem L4 je dopravena po mikrotubulech k

ribozomum a translatovana bunécnym aparatem (16,39, 40)

Intermediarni transkripce je zahajena ze sekvence TTT v minus DNA fetézci a tim se na

zacatku mRNA objevuje polyA leader o délce 35 nukleotidt vznikajici klouzavym mechanismem

7( 41)

zavisly na pfitomnosti bunécného heterodimeru G3BP/p13 . Intermediarn{ promotor je

podobné¢ jako casny dlouhy 30 nukleotidt. Asi 35 gent z celkovych 223 je pfepisovano ve stfedni

fazi infekce, ale u mnoha z nich nenf znama jejich funkce (16, 42)

Pozdni promotor je tvofen tfemi odlisSnymi ¢astmi — sekvence asi 20 bp bohata na AT

pary, mezernikovych 6 bp a dulezita konzervovana oblast (-1)TAAAT(+4), kde probiha iniciace



transkripce. Mutace v konzervované sekvenci zpusobuji zmény v transkripci pozdnich gent.
Mutace v kritickych oblastech vakciniovych promotora mohou ovlivnit jeho silu, to znamena
intenzitu transkripce dané oblasti. Cilenymi mutacemi ¢i samotnou syntézou oligonukleotidua tak
vznikla fada umélych promotort, vétsinou kombinovanych casné pozdnich, vyuzivanych pro

expresi cizorodych genu v rekombinantni vakcinii (43,44)

Molekuly mRNA jsou podobné eukaryotnim, jsou opatfeny cepickou a polyA sekvenci.
Casné mRNA piepsané z jednoho genu vypadaji viechny stejné, maji 5° epicku a 3 polyA
sekvenci. U pozdnich gent vznikaji od jednoho genu co do délky heterologni mRNA. RNA
polymeraza totiz pfi iniciaci transkripce sklouzava po TAAAT oblasti promotoru, takze kromé
&epicky mé pozdni mRNA tzv. 5 poly[A] leader 30-50 nukleotida dlouhy!*®). Tvorbu epicky
zajist'uje heterodimerni capping enzym kédovany geny DI1R a D12L, ktery se mimo to ucastni
také terminace casné a intermediarni transkripce (46) Nebyla zaznamenana pfitomnost intront
v genech, nedochazi tedy ani k sestiihu mRNA. Vyjime¢né muze dojit k posttranskripénimu

sestfihu na 3 konci genu F17R té¢inkem multifunkéniho H5 proteinu (47

Také RNA polymeraza se pro pfepis v ruznych fazich infekce c¢astecné lisi. Existuje ve
dvou formach, jedna je specificka pro ¢asné geny, druhd pro pozdni a intermediarni. Ob¢é formy
sestavaji z 8 podjednotek, které jsou v casné fazi (ve virionu) asociovany s proteinem RAP94.
Vazba této podjednotky zajist'uje rozpoznani pouze casnych promotorti, RNA polymeraza
s disociovanym RAP94 naseda pouze na pozdni promotor. Kromé proteinu RAP94 je v casné
fazi infekce vyzadovana i pfitomnost casné¢ho transkripcniho faktoru VETF. Transkripce je
ukoncena nejméné 30 nukleotidi za specifickym terminac¢nim signalem TTTTTNT za dcasti

capping enzymu.

Tento signal neni v pozdéjsich fazich infekce rozpoznavan jako terminacni. Pfepis
pokracuje dale i podle sousednich genud, coz je také pficinou nejednotné délky pozdnich
transkriptd. Transkripce v intermediarni a pozdni fazi se kromé RNA polymerizy ucastni
transkripéni faktory, capping enzym a poly[A] polymeraza. Zajimavé je, Zze nékteré podjednotky
enzymu se podileji jak na transkripci, tak i na posttranskripcnich upravach (viz tab. ¢. 3). Na

transkripci se v téchto fazich infekce podili i bunécné jaderné faktory (48,49)



Faktor Tfida Gen Charakteristika

VETE Casay 276}1} vazba na promotor, inicia¢ni faktor, ATPaza

VIF Casny DIR, termina¢ni faktor, capping enzym, transkripéni
D121 faktor intermediarnich gent

NPH I Casny D11L elongace, terminace, release faktor, vazba k H4L

VITF 1 Intermediarni E4L homolog TFIIS

VITF 3 Intermediarni AS8R, homolog Rpo30
A23R

VITF2 Intermediarn{ hostitel jaderny transkripéni faktor

Capping enzym |Intermedidrni | DIR, terminacni faktor, capping enzym, transkripéni
D12L faktor intermediarnich gent

]3 Intermediarni | J3R elongacni faktor, poly[A] polymeriza,

processivity faktor, methyltransferaza

G2 Intermediarni | G2R elongaéni faktor, vazba k H5R

A18 Intermediarni A18R terminace, release faktor, helikiza, ATPaza

H5 Intermediarn{ H5R

YY1 Intermediarni hostitel Jaderny transkripéni faktor

VLTF1 Pozdni GS8R vazba k VI.TF2

VLTFE2 Pozdni AlL vazba k VLL.TF1

VLTF3 Pozdni A2L

VLTF4 Pozdni H5R vazba k G2R

G2 Pozdni G2R elongaéni faktor

YY1 Pozdni hostitel jaderny transkripéni faktor

A1/B2 Pozdni hostitel hnRNP

RBM3 Pozdni hostitel hnRNP

Tab 3. Prebled transkripinich faktori virn vakcinie. Prevzato a upraveno podle Condit a Niles, 2002,a Broyles 2003
(42, 50)

2.2.5 REPLIKACE VAKCINIE

Replikace nastava ve chvili, kdy jiz doSlo k transkripci ¢asnych genti, DNA je uvolnéna
z rozpadajici se kapsidy do cytoplasmy hostitelské buriky a stava se citlivou k DNaze, coz je asi za
2 hodiny po infekci. K replikaci dochazi v tzv. ,viral factories®, neboli viroplasmé, coz jsou
specialni hustéjsi oblasti cytoplasmy v oblasti endoplasmatického retikula, kde se virus masivné

pomnozuje a kde se hromadi material pro tvorbu dcefinnych viriona (49

A (5D,

Tyto oblasti jsou

v jiné ¢asti cytoplasmy nez nahromadéné ¢asné mRN
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Presny pocatek replikace nam nenf znam, v mistech terminalnich repetic se vytvofi zlom,
ktery poskytne volny 3"OH konec jako primer, od kterého muze DNA polymeraza primaza zacit
syntetizovat novy fetézec (°% 3 Vznika konkatemerni intermediat spojeny duplexnimi formami

vlasenek, ktery je v pozdni fazi infekce rozdélen do dcefinnych virovych partikuli ¢innosti A22

. - - (1% (54,55
resolvazy a DNA ligizy, viz obrazek & 2 ¢ ).,
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Obr. ¢ 2. Self-priming model replikace vakciniové DNA. Prevzato 3 Moss, 20079

K enzymum zahrnutym v replikaci patii DNA polymeraza kédovana genem E9L, ktera,
jak vyplyva z pokusu s termosensitivni mutantou vakcinie, se ucastni i rekombinace (56) B1
protein kinaza fosforyluje protein H5 (nezbytné pro replikaci), protein kédovany genem D5R,
ktery se pravdépodobné ucastni i rekombinacnich procesu, a uracil DNA glykosylaza kédovana
genem D4R. Dalsi enzymy ucastnici se metabolismu DNA jsou thymidinkinaza (gen J2R),
thymidylat kinaza (gen A48R), ribonukleotid reduktaza (geny I4L a F4L), dUTPaza (gen F2L),
proteinové produkty genia DIR a D10R podilejici se na reparacich DNA, DNA topoizomeraza
typu I (gen H5R), ssDNA vazebny protein 13 a DNA ligaza (gen A50R) podobna savci ligaze I1.
Reparace DNA ozafené UV se ucastni DNA-RNA helikaza (gen A18R) vykazujici DNA
dependentni ATPazovou aktivitu (57 Omezena reparace a snizeni mnozstvi replikované DNA

probiha u virt s poskozenou ligazou (58)
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2.2.6 INTERMEDIARNI A POZDNI TRANSKRIPCE

Jiz béhem replikace virové DNA dochazi ve velmi kratkém casovém intervalu k expresi
intermediarnich gent, ktera je unikatné regulovana okamzikem replikace a soucinnosti virovych a
bunéénych faktora. Intermediarni geny, pokud je znama jejich funkce, kéduji transkripcni faktory
nutné pro pozdni fazi infekce. Dochazi také k pfesunu nékterych bunécnych proteind do
virovych ,.factories”, nebo alesponn do jejich blizkosti. Piimo ve ,factories” se nachazi
transkripéni faktory YY1, SP1 a TBF, které se z jadra presunuji v okamziku, kdy se virova DNA
zacne replikovat. Dal§imi proteiny se zménénou lokalizaci jsou Polll, TFIID a mirn¢ i HDACS
(59 Dochazi i k pfesunu GM130 proteinu z cis-Golgitho aparatu do virovych factories (60),
Naopak do bunééného jadra mifi nékteré virové proteiny, napifklad antiapoptotické E3L, C7L

nebo virova RNA polymeraza (61,62)

V pozdni fazi dochazi pfevazné ke tvorbé modifika¢nich, strukturnich a DNA-vazebnych
proteint podilejicich se na tvorbé novych viriont. Exprimuji se také enzymy a transkripcni
faktory, které budou zabaleny do virového jadra tak, aby po infekci dalsi bunky mohlo nerusené

dojit k okamzitému zahajen{ ¢asné transkripce.

2.2.7 STRUKTURA A MORFOGENEZE VIRIONU

Béhem infekce bunky prochazi vakcinie nékolika stadii tvorby virionu, kdy vysledkem je
vznik dvou antigenné odlisnych zralych infekénich virovych castic. V pozdni fazi infekce se
hromad{ membranové cisterny a proteiny virového jadra v oblastech viroplasmy, kde se skladaji
do pulmésicového tvaru s minimalnim luminilnim prostorem. Zakulacenim se tvoii
nematurovany virus (IV), kolem né¢hoz se seskupuji pozdni membranové proteiny. Partikule z{ska
bikonkavni tvar $tépenim prekursora virového jadra, dochazi k zabaleni DNA, kterd se rozlozi
pod povrchem jadra (63) pfida se plasmaticka membrana a vznika intracelularni maturovany
virion (IMV).

Infek¢ni maturovana forma, ktera vznika pfidanim dalsich membran odvozenych od

cisteren trans-Golgiho aparatu (64)

, se nachazi také v cytoplasmé¢ a je oznacovana jako
intracelularni obaleny virus (IEV). IMV a IEV jsou aktivné transportovany po bunécném
cytoskeletu (8988 Infekeni extracelulirni forma virionu (EEV) vznikne fazi IEV
s cytoplasmatickou membranou, ¢imz se zbavi jedné ze svych membran, povrchova membrana

EEV je tedy antigenné odlisna od IEV. Tato forma viru je schopna $ifeni po organismu. Virus,
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ktery se sice dostane ven z buriky, ale zistane navazan na jejim povrchu, se nazyva cell-associated

virus (CEV) a jeho role spociva v Sifeni viru z bunky do bunky pfimym bunéénym kontaktem.

Postupné zrani viriont probiha v bunice v rozsahlych strukturach v okoli buné¢ného
jadra, ve viroplasmé neboli virovych ,factories® (67 Viroveé jadro tvofi tfi hlavni proteiny — 4a,
4b a 25K a fada dalsich proteina (19)  Zatim nikdo nezjistil, jakym zptasobem jsou smérovany
proteiny virového jadra do oblasti viroplasmy. Zralé hlavni strukturni proteiny vznikaji st¢penim
prekursort, které jsou produkty gent A10L, A3L a L4R. Protein 25K, jak zjistili Vanslyke et al,
1993, je lokalizovan mnohem bliz DNA v jadfe nez zbylé dva, které jsou rozprostieny okolo, a

pusobi jako DNA vazebné proteiny (67)

.V nematurovanych partikulich se nachazi dulezity
protein kédovany genem D131 (®®) Sklida se do homotrimerd, které tvoif ve viroplasmé leseni
podobné véelim plastim Obklopuje jadro, interaguje s membranovym proteinem A17 a puasobi
jako leseni pfi morfogenezi viriont. Nejdfive se tvofi pilmésicové utvary, do kterych se postupné
hromadi komplexy DNA/DNA-vazebnych proteint. Po uzavieni jadra dochazi k rozvolnéni

A17-D13 komplexu a vytvofen{ kulovitych nematurovanych viriona diky proteaze 17 (69)

(7

V maturovanych partikulich jiz jeho pfitomnost nebyla zaznamenana 9 Pro tvorbu viriont

jsou dulezité 1 produkty gena A2.5L, E10R, G4L a LI1R, redoxni proteiny vazajici se navzajem
disulfidickymi mustky v oblasti konzervované sekvence -C-X-X-X-C- na N-koncovém 0O-helixu
(7 Jesté v roce 2002 se tvrdilo, ze v IMV partikulich nejsou zadné bunécné proteiny (72) Az
s pouzitim dokonalejsich detekénich technik analyza IMV ukazala, Zze celkové je ve virionu
obsazeno asi 80 virovych a 55 hostitelskych proteint (73.74) Napiiklad z virovych proteini ma
30% strukturni funkci, 25% je zapojeno do transkripce, 19% je v membranach, 4% se acastni
obrany proti hostiteli (viz tab. ¢. 4). Z hostitelskych proteint se jedna o soucasti cytoskeletu, HSP,
proteiny ucastnici se translace a dokonce 1 nékteré mitochondrialni proteiny, které ale
pravdépodobné pifedstavuji minoritni kontaminaci pfi pfipravé cistych vira. Hostitelskych
proteint je v podstaté 24, ale diky nalezu raznych isoforem jejich pocet narostl na 55 (viz tab. ¢.
5). S tvorbou novych virionu jsou také spojeny nékteré bunécné proteiny. HSP70 a HSP90 se
ucastni pocatecnich stadii morfogeneze, ale ve virionu nakonec zastava pouze HSP70 (75.76)
Hlavni virové proteiny virionu jsou ukazany na obr. ¢. 3.

Strukturni proteiny vakcinie podléhaji posttransla¢nimu sestfihu na jejich N-konci
vétsinou v oblasti sekvence -A-G*-X- | ke $tépeni dochazi za glycinem. Takto ,,zralé“ proteiny
méni svoji konformaci a mohou vytvofit virové jadro se zménénou morfologif a tim vznika i
infekéni intracelularni maturovany virion (IMV) obaleny jednou membranou (77.78) | Nékteré
strukturni proteiny jsou myristilovany, jako napf. produkty gena E7, L1, A16 a G9, coz

usnadfiuje jejich asociaci s membranou nebo stabilizuje interakce protein-protein 7%,
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Funkce Virovy protein

Struktura a morfogeneze | A10, A11, A12L, A15, A30, A3, A3, D13, D2
D3, E11, D8, F10, F17, G1, G7, H5, 11, 13,

b

16,17,]1, 1.4

Transkripce A18, A24, A29, A5, A7, D11, D1, D12, D6,
E1, D4, G5.5, H1, H4, Ho, 18, ] 3, J4, J6, 1.3

Membrina A13, AA14, A17, A26, A27, A9, D8, F9, H3,
11

Proteiny pro vstup do A21, A28, G9, H2, ]5, L5

buriky a fiizi membran
Tvorba S-S miistkii A2.5, E10, G4

Obrana proti hostiteli C22, E3, N1

Dalsi funkce A42, A45, A50, B1, E9, F13, I'4, F8, K4, M1,
02
Nezndma funtkce A6, A19, E6

Tab. & 4. Funkini charakterizace IMV proteinii pomoci hmotové spektrometrie. Prevzato g Resch, 2007 (74,

Funkce Bunécny protein

Chaperony HSP70 - 8/iso2, HSP 70 - 1B

Cytoskelet tubulin a1, tubulin 32, aktin Y2, keratin 7, cofilin 1,
vimentin

Translace eEF102, 60S ribosomalni protein PO

Signaini prohibitin, Rab-5C, Rab-7

transdukce

Metabolismus fosfoglycerat kinaza 1, pyruvat kinaza

Dalsi funtkce RNA helikaza, peroxiredoxin 2, hnRNP Al

Nezndama funkee | podobnost s RIKEN, s polyubigitinem C, s
ribosomalnim proteinem S270, transgelin 2,
hypotet. protein LIC388524

Tab. & 5. Bunéiné proteiny nalezené v IMV pri analyze hmotovou spektrometrii. Prepracovdno g Resch, 2007479
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Obr. & 3. Hiavni strukturni proteiny IMV" rozdélené na SDS-PAGE a obarvené Coomassie Blue. A) membranové
proteiny, B) a C) celé viriony. Prevzato a upraveno podie Takabashi, 1994 (7).

Hostitelské glykoproteiny jsou z virové membrany vétsinou vypuzeny a nahrazeny
virovymi (Y. Tyto jsou kotranslacné vlozeny do membrany drsného endoplasmatického retikula,

(80)

c¢ast jich je vlozena posttranslacné Vakciniové viriony se béhem procesu zrani dostavaji

z okoli jadra bunky smérem kjejimu povrchu pohybem po mikrotubulech diky virovym
proteinim A10 a L4, kde vypuci na koncich virem indukovanych mikroklkd ven z bunky (81,82)
Virus vakcinie je schopen modifikovat jak mikrofilamentovy, tak i1 mikrotubulovy cytoskelet
(65.86) IEV virus odvozuje své membrany od endoplasmatického retikula ¢i endosomu, ¢imz
ziskava dvé pfidatné membrany (64.83) pg vytvofeni novych IEV vyzaduje partikule pro dalsi
postup cinnost aktinového skeletu vlakna, na kterych se virus pfesune do sousedni bunky (Sodeik
a Krijnse-Locker, 2002). Aktinova vlikna spojena s vakcinif se vyskytuji pfevazné pod povrchem
bunky, neprochazi skrz buniku. Zapojen je produkt genu A36R, ktery fosforylovan ¢lenem Src
rodiny proteinkindz vaze bunééné proteiny Nck, WIP, N-WASP, Arp2/3 komplex a Grb2
k virové partikuli a indukuje tak vznik aktinového vlikna a pohyb vakcinie (8485 V pfipade
blokovani jednoho ¢i druhého systému pohybu je vakcinie schopna kompenzovat dopravu
k povrchu druhym zptsobem. Acylovany protein p37 (gen F13L) je hlavnim obalovym
antigenem vakcinie. Nejedna se o transmembranovy protein, je s membranou asociovany z jeji

vnitini strany, kde se vyskytuje i ve formé homodimera (86.87)

. Je acylovan palmitovou a
olejovou kyselinou a je dulezity pro pfenos viru lokalné¢ z bunky do bunky a také pro virem

indukované formovani mikroklka (88, Dalii identifikované geny kodujici obalové proteiny ¢i
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proteiny podilejici se jinym zptsobem na pohybu a uvolnovani viriona jsou: A56R (89 B5R
(99) " A34R (9D A36R (92 4 A33R ( (9399 Protein F12 (spolu s A36 a E2) a je hlavaim
faktorem pro pohyb IEV po aktinu (95.96) Takto se IEV dostane az k plasmatické membrang,
odkud vypuci ven z bunky se ztratou jedné membrany. Takovyto EEV (extracelularni obaleny
virus) ma dvé membrany. U EEV partikule je znamo celkem 10 virovych proteint, které jsou
soucasti vnéjsi membrany — 9 glykoproteint a 1 acylovany protein (97) Také zde byl potvrzen
vyskyt bunéénych proteintt — MHC gp 1, B2mikroglobulin, CD29, CD81, CD71, CD59, CD46 a
CD55 (7 Cast virionu ztistava asociovana s povrchem bunky a je oznacovana jako CEV. Ten
interaguje s kinazami umisténymi pod povrchem plasmatické membrany a nuti bunku pomoci
zmén v aktinu a intermediarnich filamentech posunovat partikuli po povrchu bunky za tcelem

infekce sousednich bunck, pfipadné dochazi i k ,,pfeskakovani a infikovani vzdalenych bunék
(85, 98)

2.2.8 CYTOPATICKY EFEKT

Infekce virem vakcinie vede v bunce k fadé morfologickych i biochemickych zmén. Bunky
se postupné¢ zakulacuji a ztraceji kontakt s podkladem. Méni se tvar bunky, v pribéhu infekce
dochazi k nékolika pfeusporadanim aktinového i tubulinového cytoskeletu (99,65, 82,100, 101)
V plasmatickych membranach dochazi k pfechodnym zménam v jejich propustnosti v ¢asné fazi
infekce, v pozdni fazi membrany zprostfedkuji fizi s okolnimi bunikami za vzniku syncytif (102)
Béhem infekce se v membrané hromad{ virové proteiny, které mohou byt rozeznavany
imunitnim systémem hostitele. Vakcinie velmi uc¢inné blokuje biosyntetické pochody v burice,
coz také souvisi se zménami na plasmatické membrané. Hostitelski DNA neni replikovana,
bunééné mRNA jsou rychleji odbouravany a zvyhodnuje se tak transkripce virové mRNA (103),
Do dvou hodin po infekci je zastavena syntéza téméf vSech bunéénych proteint (90%), dilezita
je inhibice exprese pro-apoptotickych gent ¢i gend z proteasom-ubiquitinové drahy. Naopak
exprese nckterych bunécnych gent je pii infekei zvysena — Golgi residentni protein 60, claudin 3,
pericentrin a pro pohyb vakcinie nejdilezitejsi WASP (2% Za 6 hodin jsou jiz uvolfiovany prvni
zralé infekéni partikule a k masivnimu uvolnéni novych generaci vakcinie dochazi pfi lyzi bunky

asi 24 hodin po infekci.
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2.3 INTERAKCE HOSTITELE S POXVIRY

2.3.1 REAKCE IMUNITNIHO SYSTEMU

Pii vstupu vakcinie do zivého organismu se aktivuji protivirové obranné mechanismy.

vvvvvv

a II. typu, NK bunkami (,natural killer — pfirozen{ zabijaci) a makrofagy. V casnych fazich
infekce dochazi k viraznému nartstu poctu aktivovanych bunék, je zajist’uji eliminaci vira (199,
Pfi umeéle vyvolané inaktivaci NK bunék byla zaznamenana zvysena replikace viru (106) Spojkou
mezi pfirozenou a adaptivni imunitni odpovédi jsou dendritické bunky (197 Neékolik dni po
infekei se projevi 1 ucinek virove specifickych, cytotoxickych T lymfocyta (CTL), které nici bunky
napadené virem. V posledni fad¢ pfichazi na fadu specificka protilatkova odpoved zajisténa B

lymfocyty (108)

2.3.1.1 Pfirozena imunitni reakce

Interferony 1. typu zajist’uji prvni linii obrany proti virovym infekcim (109) Ve tkanich
kolem infikovanych bunék navozuji antivirovy stav expresi ,,interferonem stimulovanych gent®,
podporuji presentaci antigent dendritickymi bunikami a hraji klicovou roli v pfimé stimulaci

protivirové CD4™ i CD8" T-bunééné odpovedi (110111 112) 1y

ich tvorba muze byt spusténa
signalizaci pfes Toll-like receptory (TLR). Rozeznani povrchovych struktur vakcinie pfirozenou
nespecifickou slozkou imunitnfho systému je zprostfedkovano bunéénym povrchovym TLR2;
pfes jeho adaptorové proteiny MyD88, IRAK a dals$i je spusténa signalni draha vedouci
k produkci prozanétlivych cytokina, viz obr. ¢. 4 (113) " Virus vakcinie a jeho dsRNA spousti
aktivaéni drahu také pies endosomalni TLR3 pii infekci nezraljch DC (M%) Na TLR-nezavislé
aktivaci imunity proti vakcinii se podili cytoplasmatické RNA helikazy MDA5 a RIG-1. Ty jsou
pfitomné 1 v nehematopoietickych bunkach postradajicich TLR. RIG-I rozpoznava kratkou
cytoplasmatickou RNA bez cepicky, MDAS je pfitahovan k delsim RNA tvoficim sekundarni

struktury. Vazbou virové RNA na MDA5 helikazu dochazi pfes caspazy-rekrutujici doménu
k jejich nasednuti na mitochondrialni protein IPS-1, jsou aktivovany IRF3 a AP-1, spousti se
produkce IFN-a/f a prozanétlivych cytokini (115,116,117 'Dalsi molekulou, kterd v cytoplasmé
reaguje na piitomnost dvoufetézcové RNA, je proteinkinaza PKR. Po vazbé dsRNA dimerizuje,
dochazi k autofosforylaci kinazy a k inaktivaci eIF-20, ¢imz se dosahne zastaveni proteosyntézy,

suprese virové replikace a apoptotické smrti infikované bunky (118, 119)

. Dal$im enzymem
reagujicim na piitomnost cizorodé dsRNA v cytoplasmé je 2'-5' oligoadenylat syntetiza.

Produkuje oligonukleotid, ktery aktivuje latentni ribunukleazu RNazu L $tépici vSéechny mRNA,
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¢imz je opét zastavena proteosyntéza v infikované burnce (120) TR zavislé i nezavislé drahy jsou
potifebné pro spusténi pfirozené odpovédi DC, NK ¢i makrofagu, napf. aktivace TLR na

nezralych DC vede k jejich dozravani a nasledné stimulaci adaptivni odpovédi vaci vakeinii 2z vivo
(121, 113, 121)
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Obr. & 4. Spusténi excprese interferonii a proganétlivyeh cytokini v privogené imunité. Prevzato 3 www.invivogen.com

2.3.1.2 Imunitni reakce zaloZena na NK burikach

NK bunky jsou soucasti antigenné nespecifickych obrannych mechanismda, jejich aktivita
je vSak do znacné miry podobna cytotoxickym T lymfocytum, tzn. tvoii cytotoxické granule
obsahujici perforin a granzymy. Bunky infikované vakcinii se méni a stavaji se cilem NK bunck.
Rozpoznani zmén na infikované bufice zavisi na cytotoxickych receptorech NKp30, p44 a p46.
Diilezitymi aktivitory NK jsou IFN-O a 3 produkované pfi virové infekci. Samy NK sekretuji
IFN-y, IL-3 a M-CSF, které ovlivnuji diferenciaci T, bunék. NK rozeznavaji bunky napadené
viry ¢i nadorové bunky, u nichz dochazi k potlaceni exprese komplexi molekul MHC gp I
Jelikoz vakcinie neindukuje expresi ligandu pro aktivacni NKG2D receptor, ani nesnizuje expresi
MHC gp 1, je eliminace NK bunkami zavisld pfimo na rozpoznani ¢asnych virovych produktd a

na dal$im rozpoznani adaptivnimi slozkami imunitniho systému (122,123)
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2.3.1.3 Reakce zaloZena na dendritickych bufikiach

Profesionalni antigen-presentujici bunky (APC), mezi néz patif i dendritické bunky (DC),

hraji astfedni ulohu ve vyvolani imunity proti virovym a nadorovym cilam. V pfirozenych
podminkach  pohlcuji a  vystavuji antigeny zmrtvych bunék, ale pfi infekci
virem/mikroorganismem ukazuji také antigeny patogenu. Na zaklad¢ toho jsou pak antigeny
dlouhodobé vystavovany na MHC gp 1. a II. tfidy, ¢imz napomahaji navozeni a stimulaci
antigenné specifické adaptivni imunitni odpovédi (129 'Maturace DC je dulezitym pfedpokladem
pro spravnou stimulaci T bunék tak, aby doslo k jejich aktivaci a k produkci IFN-Y; nezralé DC
naopak mohou indukovat 11.-10 produkujici regulacni CD4" a CD8" T lymfocyty (125,107)
Infekce DC vakcinii ma abortivni prabéh, nedochazi k dozravani DC a mohla by byt snizena
stimulace T lymfocyti (126127 Py infekei zraljch & nezraljch DC dochézi v pribéhu infekee
k narusent jejich antigen-presentacni funkce, je poskozeno jak vystaveni antigent na MHC gp 11
uréenych pro CD4" T lymfocyty, tak i na MHC gp I uréenych pro stimulaci CD8" T lymfocyté
(128,129,130, 131,123, 132) ' 1pfikované DC také selhavaji v migraci do lymfatickych uzlin na
zakladé podnéta, které pfijaly pomoci receptort pro chemokiny CCL19 a CXCL12. Infekce u
nich nezplsobuje ubytek receptort, nybrz pferuseni signalni drahy na urovni SKR1 kinazy a

(133)

zmény v mobilizaci Ca®* Infikované (umirajici) DC vsak alesponn tvofi material

zpracovatelny neinfikovanymi DC, které nasledné aktivuji T lymfocyty a adaptivni imunitni

odpoved (134),

2.3.1.4 T lymfocyty

T lymfocyty se deli podle exprese koreceptorovych molekul pomahajicich rozpoznat
komplexy MHC glykoproteint typu I ¢i I (;,major histocompatibility complex®, MHC gp I/II)
na CD4" a CD8". Jsou to prekursory pomocnych Ty, (CD4") nebo cytotoxickych CTL (CD8")
bun¢k. CTL jsou ,,vykonnou® moci{ imunitniho systému, jsou pifimo zodpovédné za smrt
isou Tyy1 a Ty;2 buniky ()| viz dale. Existujf také T,,17 lymfocyty typické produkei I1-23 a IL-
17, které se ucastni autoimunitnich reakci. Pro regulaci imunitnich odpovédi vuci vlastnim
antigentim, ale i vici ndidorovym bunkam, jsou dilezité T-regulacni lymfocyty (T,.,), produkujici

TGF-B a u my$i specifické expresi transkripéniho faktoru Foxp3 (*3®). Buskam T, jsou

reg
podobné svim cytokinovym profilem i T};3 lymfocyty (CTLA-4, TGF-B, 1L-10, Foxp3...) (137
Spornou skupinou jsou Trl, které produkuji IL-10 a v podstaté zahrnuji vSechny IL-10

produkujici lymfocyty (138) Dl spornou skupinou jsou T9 lymfocyty odvozené asi vétsinou
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od T2 pasobenim TGF-f3, ktery u nich spousti produkei IL-9 pfes transkripéni faktor GATA-3

(ovsem TGF-f3 spousti sekreci I1.-9 také u ¢asti T, a Ty, 17).

2.3.1.5 Imunitni odpovéd’ zaloZena na funkci T};1 a cytotoxickych T lymfocyta

Zprostiedkuji ji zpocatku aktivované makrofagy a dendritické bunky. Jejich aktivace je
vysledkem interakce s CD4" Tyl lymfocyty a ty naopak vznikaji a mnozi se az po
kontaktu infikovanych ¢i jinak aktivovanych antigen-presentujicich bunék (APC), hlavné
makrofagi a dendritickych bunék. Profesionalni APC presentuji na povrchu bunky na
molekulach MHC gp II peptidové fragmenty infekcniho agens, které pohltily po rozpadu
infikovanych bunék. T lymfocyt rozezna komplex MHC-peptid svym T receptorem, ale potfebuje
i dal§f aktivaéni signaly. Kostimula¢ni signaly pfes molekulu CD28 na Ty, lymfocytu (CD4")
poskytuji molekuly CD80/CD86 na APC a intetleukin-12 (IL-12). Stimulované T, diferencuji a

(93

mohou tak zpétné opét stimulovat makrofagy sekreci IFN-Y. Aktivované makrofagy likviduji

parazity a secernuji dalsi cytokiny, které v misté infekce stimuluji lokalni zanét.

Pfes APC dochazi i ke kooperaci Tyl a cytotoxickych CD8" T lymfocytd (CTL). Pfi
infekci béznych typa bunck i samotnych APC dochazi k vystaveni peptida cizorodého puvodu,
ale na molekulach MHC gp 1, jedna se o tzv. pfimou presentaci antigent spojenou se stimulaci
CD8" T lymfocyti. Neinfikované APC vSak mohou presentovat pfes MHC gp 1 také cizorodé
pohlcené peptidy, potom se jedna o tzv. nepfimou presentaci antigent (tzv. kros-prezentace).
APC tedy mohou pohlcenymi antigeny z rozpadljch infikovanych bunék stimulovat jak CD4"
(MHC gp II), tak i CD8" T lymfocyty (139 pro plnou aktivaci cytotoxické funkce potfebuje
CD8" lymfocyt dostat tfi signaly. Po rozpoznani cizorodych peptidd na MHC gp I (signal 1)
spolu s kostimulaci vyvolanou kontaktem molekul CD80 a CD86 na povrchu APC a CD28 na
povrchu CTL (signal 2) dochazi k proliferaci a diferenciaci na zralé efektorové CTL. Tomu
napomaha 1 sekrece IL-2 (signal 3) zantigen presentujich buné¢k nebo proliferujicich Ty 1
lymfocytd (240-141.142) © CTL, likviduji infikované burky nékolika zptsoby. 1. Cytotoxicky
lymfocyt se pfiblizi k infikované burice, sekretuje na ni proteazy zvané granzymy. Ty vstupuji do
infikované bunky porem vytvofenym perforinem, v cytoplasmé §tépi bunééné caspazy a spousti
tak apoptotickou smrt infikované burky. 2. mize dojit ke kontaktu molekul Fas-receptor/Fas-
ligand (bunika/CTL) a opét je spusténa kaskdda reakci vedoucich kapoptdze. 3. na veétsi
vzdalenost likviduji cilové buniky sekreci lymfotoxinu (=TNF-f3), ktery pak zpusobi smrt

infikované bunky podobné jako pfi signalizaci pfes Fas receptor.

Cytotoxicka odpoveéd proti poxvirum, jez je dulezita pro kontrolu primarni viremické

faze v poxvirem infikovanych mysich, vrcholi kolem 7. dne po infekci (143,144,145 Ve fazi, kdy
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vrcholi virova infekce mysi kmene C57B1./6, je proti vakcinii namifena 1/3 slezinnych CD8" T

(93

lymfocyta. Ty rozpoznavaji pfevazné casné antigeny, zatim bylo predikovano a ovéfeno 49

(148) " pamérové CD8" T lymfocyty mohou dobie slouzit i v pozdéjsich

p (147)

antigennich epitopu
fazich infekce ¢i pfi reinfekcic . OvsSem stimulace CTL také zavisi na chovani{ daného
kmene vakcinie. U replikacné kompetentni vakcinie dochazi k pfimé i nepfimé presentaci na
kostn{ dfené, na rozdil od infikovanych parenchymalnich bunék (148) U replikacné deficientniho
kmene MVA je nepostradatelna také kros-presentace antigena (149) Opét dochazi ke kostimulaci
lymfocyth interakei CD28-CD80/CD86, kterd je dulezita pro okamzitou cytotoxickou odpoveéd

proti poxviraim, ale jiz ne pro vytvofeni pamétovych CD8" T lymfocytt (150)

2.3.1.6 Imunitni reakce zaloZena na T2 lymfocytech a protilatkach

Aktivace T2 lymfocyta vede ke stimulaci B bunék a k sekreci protilatek. T, prekursor
diferencuje po setkani s APC (dendritickd bunka), ktera nese na povrchu komplex MHC gp 11
s antigenem a kostimula¢ni molekuly CD80 a CD86. Pokud zaroven pusobi I1L-4, vznikaji zralé
efektorové T2, které pomahaji B lymfocytim sekreci I1L.-4, IL-5, IL.-6 a pfimymi bunéénymi
kontakty pfes kostimulacni molekulu B lymfocytd CD40. B lymfocyty, které maji dostat pomoc
od T};2, musi presentovat na svych MHC gp II tentyz antigen jako inicia¢ni APC. B lymfocyty
pak diferencuji na plasmatické bunky a sekretuji protilatky proti danému antigenu. Z casti B
prekursort se stanou pamét’ové bunky, které pomahaji urychlit imunitni odpovéd” organismu pfi
dalsi infekci. Produkované protilatky jsou zpocatku nizkoafinni imunoglobuliny typu M (IgM), po
afinitni maturaci B bunck se zacnou tvofit IgM s vyssi afinitou i dalsi typy imunoglobulina (IgG,

IgA).

Ukazalo se, Ze pro ochranu proti poxvirové infekci nestadi jen CD8" T lymfocyty, ale ze
je zapotiebi kooperace mezi T a B lymfocyty a produkce protilatek. Ty jsou tak nejdualezitéjsi
slozkou dlouhodobé ochrany organismu (151,152,153, 154) N povrchu B lymfocytd, CD8" T
lymfocytt a APC se nachazi molekula CD40. Interaguje s CD154 na povrchu CD4" T lymfocytd,
které pomahaji zahajit nejen cytotoxickou odpovéd, ale pozdéji také protilatkovou. Pokusy s KO
mysmi ovéem ukazaly, Ze pro dlouhodobé udrzeni resistence proti poxvirové infekci nenf az tak
viznamny CD40 (a tim aktivované CD8" T lymfocyty), ale hlavné funkéni imunoglobuliny

(159 cp4" T lymfocyty jsou cileny pfevazné proti pozdnim

produkované B lymfocyty
vakciniovym proteinim (strukturni, regulacni), z nichz bylo u mys$i C57BL/6 identifikovano 13
epitopu, které ¢inf asi 20% celkové CD4 odpovedi (156) Pro inhibici mnozenf viru v organismu

maji nejvétsi vyznam vysokoafinitni IgG. Prvni IgG se objevuji asi 8 dni po imunizaci, ale Gc¢inné
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neutralizac¢ni IgG se tvoif az za 2-3 tydny, coz je na udrzeni kontroly nad infekci pozdé (151),

Svoji roli tedy hraji 1 nizkoafinitni IgM detekovatelné jiz 4. den po infekci mysi a schopné také

neutralizovat virus podobné jako IgG (157)

2.3.2 KLINICKE PROSTREDKY PRO KONTROLU INFEKCE

Vakcinace virem vakcinie muze mit u oslabenych osob za nasledek i n¢které nezadouci
ucinky. Mezi postvakcinaéni komplikace patif progresivni vakcinie, ekzema vakcinatum,
generalizovana vakcinie, encefalitida ¢i carditida . Progresivni vakcinie se projevuje rozsahlymi
nekrézami u osob se selhanim bunécné imunity (1%8)  Ekzema vakcinatum se mize vyskytnout u
osob s atopickou dermatitidou, kdy se vakcinie roz$ifi zmista primarniho ockovani na
ckzematickou kazi (139 Jejf replikaci napoméha zvyena hladina I1-4/11-13 v misté s ckzémem
(160)  Generalizovana vakcinie je nespecificky termin pouzivany k popisu rozsifeni malych
puchyikt po téle po vakcinaci, nékdy byva zaménovan s ekzema vakcinatum, nebo s ¢asnymi
stadii progresivni vakcinie. V pfipadé generalizované vakcinie muize byt problematické vibec
virus v téchto lézich detekovat (18 Postvakcina¢ni encefalomyelitida je sice velmi zfidka se
vyskytujici onemocnéni, zato vsak o to vaznéjsi. Vyskytuje se u osob poprvé ockovanych a zavisi
na pouzitém ockovacim kmeni. V nékolika poslednich desetiletich se také stale vice objevuji
osoby s alergiemi a ekzémy, nebo imunosuprimovani jedinci, jez jsou napf. nositeli viru HIV. U
téchto osob je nutno dukladné zvazit pouziti zivé vakciny, a proto je potfeba pro vyvoj
bezpecnych vakein virus dostatecné atenuovat. Toho Ize dosahnout deleci ¢i inaktivaci virovych
genu, jako jsou thymidinkinaza a VGF, vnesenim genu nesoucich imunomodulacni aktivitu a

pouzivanim vysoce atenuovanych kment vakcinie, napf NYVAC a MVA (162,163)

Pokud by se nahodou infekce ¢lovéka poxvirem vymknula kontrole, je k dispozici fada
antivirovych 1é¢iv. Vakciniovy imunoglobulin je smés hyperimunnich sér odebranych
od dobrovolnikt vykazujicich vysoky neutralizacni titr proti intracelularni formé vakcinie.
Imunoglobulin byl pouzivan pii komplikacich po vakcinaci proti pravym nestovicim, pii profylaxi
pacientt, u kterych nebylo mozno pouzit vakcinu a u zdravotnickych pracovnikt. Jeho
intravendézni podani dnes funguje 1épe nez klasické intramuskularni, které se pouzivalo difve
(164) Bohuzel je v ném pouze nizka hladina protilatek proti extracelulirni formé viru, ktery je

dulezity pro Sifeni viru po organismu, ov§em jsou snahy vylepsit sérum i po této strance (165),
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Cidofovir je analogem nukleosidu cytosinu pouzivany klécbé infekce DNA vird —

(166, 167)

ucinkuje proti herpes-, polyoma- a papillomaviram a byl uznan jako lé¢ivo pro

(168)

nouzovou léc¢bu necekanych efektd po aplikaci vakcinie . Existuje mnoho derivata

cidofoviru, napiiklad CMX001, které také inhibuji syntézu virové DNA, ale vykazuji niz$i toxicitu

a nemusi byt podavany intraven6zné jako cidofovir (169)

Atraktivnim cilem pfi potlaceni nezadouctho ¢i necekanych uc¢inkt po vakcinaci jsou
bunécéné kinazy. Pfi infekci vakeinii dochazi postupné k aktivaci receptorovych i intracelularnich
kinaz. Na pocatku infekce je aktivovan EGFR pomoci virového rastového faktoru. Signalizaci
pfes receptor lze inhibovat napfiklad Gefitinibem, ktery se jinak uziva pro 1écbu nadort.
Inhibitory rodiny Src kinaz (napf. dasatinib) zase zabranuji pohybu viru podél bunécné
membrany a v §ifeni viru do sousednich bunék (170.98) Nove je k dispozici také cesky pfipravek
olomoucinll, jez se fadi do skupiny inhibitort cyklin dependentnich kinaz a je dcinny proti
Sirokému spektru virt véetné vakeinie (271 . Maly inhibitor Tecovirimat, také znamy jako ST-246,
je nadéjnym inhibitorem poxvird. Vyhodou je moznost oralni aplikace 1éku. Uéinkuje nejen na
lidské, ale i na zvifeci poxviry, coz z ného cini pifipravek vhodny pro inhibici zoonotickych
onemocnéni (172 Kombinaci inhibitoru Tecovirimat a nukleosidového derivatu CMX001 bylo

dosazeno synergického ucinku v inhibici viru vakcinie 1 kravskych nestovic iz wvitro a in vivo
(173, 174)

2.3.3 INTERFERENCE VIRU SE SLOZKAMI IMUNITNIHO
SYSTEMU

Vakcinie, stejné jako fada jinych virt, produkuje béhem infekce 7z vivo mnoho proteindg,
které interferuji s hostitelskym imunitnim systémem a zabranuji tak apoptéze infikovanych
bunék. Regulace virovymi proteiny se déje na urovni bunky i celého organismu. Sekretované a
cytoplasmatické virové proteiny inhibuji ucinky zanétlivych cytokinu, blokuji signalni drahy
vedouci k apoptdze infikovanych bunék, blokuji komplement ¢i vyvazuji chemokiny. Sekretované

proteiny byvaji nazyvany virokiny ¢i viroceptory (175),

Chemokiny jsou malé, ale pfesto dulezité chemoatraktivni molekuly, které navadi
leukocyty do mista infekce a nepfimo tak zprostfedkuji vznik zanétu. Virové geny B29R/C23L

kédujf proteiny vazajici C-C chemokiny, ¢im# blokuii jejich aktivitu (78 Produkty genti C3L
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(sekretovany protein) ¢i B5R (membrianovy protein) inaktivuji svou vazbou nékteré slozky

komplementové kaskady (177 178 179)

Cytokiny jsou velmi dulezité pro obranu hostitele pfed virovymi infekcemi. Nejjednodussi
zpusob, jak zabranit aktivaci protivirovych mechanismu, je inaktivovat cytokiny jest¢ pfed
nasednutim na pifslusny bunéény receptor vyvazanim pomoci virovych rozpustnych receptoru.
Virovy homolog receptoru pro TNF (faktor nekrézy nadort) je kédovan genem B2R a vyskytuje
se jako solubilni i membrinové vizany protein. Zanétlivy intetleukin-13 (IL-1f) je vychytivin
solubilnim receptorem kodovanym genem B16R (189 Virus zasahuje i do samotného

metabolismu IL-1B tim, Ze blokuje maturaci jeho prekursoru inhibici intetleukin-103-

konvertujictho enzymu (181) ¢St

organismu jsou interferony (IFN—0,—f3,—y). Pokud dojde ke stimulaci butiky vazbou intetferonu
na pfislusny bunécny receptor, spusti se signalni Jak-STAT kinazova draha vedouci napf.
k expresi antivirovych proteint — proteinkinazy (PKR) a 2°5 oligoadenylat syntazy (OS), zastavi
se proteosyntéza a spusti se apoptotické pochody v infikované bunce. Virus sekretuje proteiny,
které interferony vychytavaji a zabranuji tak jejich nasednuti na bunécné receptory - geny B8R a
B19R (182:183) v busice pak dalsi virovy protein kédovany genem E3L vaze svou C-koncovou
doménou cytoplasmatickou virovou dsRNA, ktera by mohla aktivovat PKR i OS (184) g3
protein je multifunkéni, jeho N-koncova doména je Z-DNA vazebna, takze ¢ast produkovaného
E3 proteinu jde 1 do jadra, kde aktivuje transkripci II.-6, NF-AT a p53 gent, ¢imz opét brani

v apoptoze infikovanych bunék (61)

. Protein kédovany genem K3L zabranuje vazbou PKR,
popfipadé i jeji substraitové molekuly elFF2d, aktiva¢ni autofosforylaci a udrzuje tak elF2d
v aktivnim stavu (18%) TFN-y pusobi synergisticky s IFN-a/ a s TNFR, indukuje nespecifickou
imunitn{ odpovéd a zvysuje expresi MHC gp 11 II a zajist’uje tak zvySenou presentaci antigent
(186) Signalizaci od receptoru pro IFN-Y vedouci pfes Jak-STAT kinazy reguluje virova fosfatiza
VHI1. Zabranuje fosforylaci bunééného Statl a tim zabrani jeho dimerizaci a pfesunu do jadra,
kde by jinak spustil expresi piislusnych gent odpovidajicich na stimulaci IFN-Y. Jakozto fosfataza
ma protein VH1 vSeobecné afinitu k fosforylovanym tyrosinum, je inkorporovan do virionu a je
nezbytny pro udrzeni viru v bunéénych kulturach — jeho nedostatek se projevi jiz v ¢asnych

tazich infekce inhibici transkripce (187, 188)

Receptory TLR jsou dulezité pro rozpoznani struktur typickych pro patogeny (PAMP);
jsou pfitomny jak na povrchu buné¢k (TLR2,4), tak i v endosomech (TLR3,7,9). Cytoplasmatické
RNA helikazy RIG1 a MDAS5 také nespecificky rozpoznavaji napadeni bunék parazitem. Spusténi

drah vedoucich od TLR nebo RNA helikdaz vede k aktivaci transkripénich faktort, napf. NFKB,
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které v jadfe zahaji expresi cytokint a chemokint aktivujicich imunitni systém (viz kap. 2.3.1.1).
Vakcinie produkuje protein N1L povazovany za neurovirulenéni faktor, ktery se podoba BH3
doméné anti-apoptotickych proteint z Bcl-2 rodiny (189,190) Inhibuje TBK1 kinazu, jez je

soucasti signalizacni kaskady vedouci od TLR ¢i receptora pro IL-1 a TNF k aktivaci NFKB,

-----

(191.192) " Sionalizaci pies TLR4/IL-1R a naslednou aktivaci NFKB inhibuji dal§i dva virové
produkty, A52R a A46R. Ty vytésnuji pfirozené adaptorové proteiny nasedajici na intracelularni
casti receptoru diky podobnosti sjejich TIR doménou a zabranuji hned u zdroje aktivaci
signalizacni  kaskady (1%, Vakcinie kéduje jesté dal§f  cytoplasmatické  proteiny
s antiapoptotickymi ucinky. Jednd se o serpiny (inhibitory serinovych proteaz ) SPI-1 a SPI-2
(geny C12L/B28R a B13R), které zabratiuji apoptoze spusténé cytotoxickymi T lymfocyty pfes
Fas nebo pusobenim granzymu B (194,1985) Virovy Bl protein je ¢asné transkribovana serin-
threonin kinaza, ktera je ovéem inkorporovana i do viriona. Fosforyluje virové i bunécné
proteiny. Interaguje s JIP-1 proteinem a zvysuje jeho interakci s MAP kindzami, zvysuje expresi a
udrzuje aktivitu transkripénitho faktoru c-Jun, ¢imz zputsobuje hyperfosforylaci a destabilizuci

proapoptotického p53 (196,197)

In vitro je také mnohdy vyvolana programovana bunécéna smrt. Zjistilo se, ze pochody
vedouci k apoptéze nejsou vyvolany metabolismem viru (transkripce, replikace), ale hned jeho

navazanim na ncktery z bunécnych receptort (198)

. Infekce také zpusobuje vyrazné snizeni
hladiny bunééného antiapoptotického proteinu Bel-2 (199 Funkéni geny E3L a K3L ovliviiuji
pfezivani viru nejen v organismu, ale také v bunkach 7 vitro. Deleci jednoho nebo obou z nich
dochazi ke zuzeni hostitelského spektra a v nékterych bunécnych liniich se tak stava infekce

(200) " Dalsim proteinem ovliviiujicim hostitelské spektrum je C7. Jeho pfesna

virem abortivni
funkce je zatim neznamd, ale v nékterych typech bunck je jeho anti-apoptoticka funkce

zastupitelna s proteinem K1. Protein K1 inhibuje aktivaci NFKB stabilizaci jeho komplexu s IKB
(201, 202, 203)
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2.4 VIROVE VAKCINY V BOJI PROTI RAKOVINE

2.41 NADOROVY RUST

Slovo rakovina pfedstavuje termin zastfesujici pfiblizné¢ 200 nemoci, které sdili dveé
spolecné charakteristiky: nekontrolovany rast bunck a schopnost prorustani a destrukce
normalnich tkani v misté¢ nadoru, nebo na vzdalen¢jsich mistech v organismu v podobé metastaz.
Vétsina bunck lidského téla se déli po cely zivot, aby nahrazovaly starnouci a mrtvé bunky; jiné
tkan¢, jako jsou napf. nervové bunky, se aktivné nedéli. Deélici se bunky musi Gspésné projit
celym bunécnym cyklem, tzn. nahromadit zasoby, duplikovat genetickou informaci, zajistit
rozdéleni obsahu matefské bunky rovhomérné do dvou dcefinnych; a to vse pokud mozno bez

chyb (204)

Bunka ma kdispozici opravné mechanismy kontrolujici kvalitu genetického
materialu, ale zadny systém neni dokonaly, takze i zde muze dojit k omylim, které se prenasi do
dcefinné bunky. Vznik rakoviny, kancerogeneze, je v mnoha pfipadech popsana jako proces
postupného (i mnoholetého) nahromadéni zmén (mutaci) genetického materialu bunky. Ke
zvyseni rizika vzniku mutaci pfispivaji kromé nepfesnosti vlastnich enzymu také vnéjsi vlivy, at’
uz povahy fyzikalni (rizné druhy zafeni) ¢i chemické (tézké kovy, aromatické uhlovodiky atd) a
zmény ve vnitinim prostfedi organismu (chronicky zanét, infekce). Bézné geny, vétsinou clenové
signalnich kaskad, se pak méni z protoonkogent na aktivované onkogeny podporujicich rast
nadord, podobné deregulacni ucinky ma naopak inaktivace genti kontrolujicich spravny priachod
bunéénym cyklem, tzv. tumor-supresorovych gent, piipadné v posledni dobé intenzivné
studované epigenetické zmeny.

Bunka, u které doslo k deregulaci bunééného cyklu, se oznacuje jako transformovana.
Zrychlené déleni bunék nezavislé na pifjmu adekvatnich vnéjsich signala (napf. rastovych
faktorti) ma za nasledek rychlejsi a tim 1 nedokonalou duplikaci genetické informace spojenou se
vznikem naslednych mutacf. Transformovana bunka se stava vice a vice nezavislou na
regulacnich signalech zvnéjstho 1 vnitiniho prostfedi (odolnost k apoptéze, ztrata bunécné
adheze atd.), az se z ni stane naprosto samostatna, nekonecné se délici (imortalizovana) nadorova
burika (29%:298)  Nadorovy rst mize postihnout jakoukoliv ¢ast naseho organismu. Nékteré
nadory jsou odvozeny z epitelidlnich bunc¢k a nazyvaji se karcinomy. Sarkomy vznikaji
z podpurnych tkani, jako jsou svaly, kosti a cévy. Krevni bunky davaji vznik leukémiim a

lymfomum, nervové tkané gliomum. Melanomy vznikaji z pigmentovych bunék kuze.
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2.4.2 PROTINADOROVA ODPOVED

Kdyby meélo dojit ke vzniku nadoru pokazdé, kdyz dojde k selhani vnitinich opravnych
mechanismu bunky, byl by vyskyt rakoviny mnohonasobné castéjsi, nez tomu ve skutecnosti je.
Nastésti na spravnou funkci vSech soucasti organismu dohliz{ téz imunitni systém. Imunitni
dozor zahrnuje funkce pfirozené 1 adaptivni slozky imunitniho systému, nejdulezitéjsi roli zde
hraji T lymfocyty. Imunitni systém pacienta s rakovinou je neustile vystavovan nadorovym
antigenum stimulujicim lymfocyty, ale rostouci nador svédci o tom, ze imunitni systém nedokaze
eliminovat nadorové burky, a ze transformovand/imortalizovand bunka tomuto dozoru unikne
(immune escape). Takové bunky prosly procesem imunoselekce, mechanismy uniku jsou razné —
dochazi k mutacim ¢i ztratam nadorovych antigenti (imunoeditace), jsou exprimovany molekuly
ovliviiujici nadorové mikroprostfed{ tak, aby mélo negativni vliv na nove pfichazejici imunitni
bunky, muaze dojit ke snizeni mnozstvi molekul zainteresovanych v presentaci antigent (napf.
snizeni povrchovych MHC gp), zvySuje se odolnost nadorovych bunck k pasobeni interferont a
ustavuje se imunitni tolerance. Indukce tolerance u nadorové specifickych T lymfocyta se muze
stat nejvaznéj$i bariérou pfi lécbé nadort a pfi terapii je nutno myslet na jeji prolomeni.
(207, 208, 209, 210)

Role CD8" T lymfocytd v protinidorové imunité jsou rozli¢né. Tyto buriky jsou schopné
lyzovat cilové bunky, které exprimuji nadorové specificky antigen a prezentuji ho jako soucast
komplexu MHC gp 1. Také produkuiji sekretorické proteiny, jakymi jsou napf. cytokiny IFN-y a

TNF-q, které oba maji protinadorové ucinky (211,212) makrofagt je na zakladé cytokinovych

(213)

stimul spusténa exprese inducibilni NO-syntetazy a produkce IP-10 a Mig chemokini jako

odpovédi na interferonovou signalizaci. Chemokiny lakaji NK bunky k infiltraci do mista stimulu
a také inhibuji angiogenezi (214,215) Samotny TNF-Q také rekrutuje NK bunky do nadoru, takze
umoznuje likvidaci i téch nadorovych bunék, které se skryvaji pred jinymi efektory imunitniho
systému snizovanim svych povrchovych MHC gp I molekul (216, 217) Ptimym efektem ptsobeni
IFN-y na nadorové bunky je regulace $tépeni proteind v proteasomu a stimulace exprese
samotnych MHC gp I, ¢imz dochazi ke zlepseni zpracovani nadorovych antigent pro vystaveni

na povrchu bunck a zvysuje se imunogenicita nadoru (218, 219)
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2.4.3 NADOROVE MIKROPROSTREDI

Poznatky z posledni doby ukazuji, Ze pro rast nadora neni dualezita jen jeho vaskularizace,
ale 1 komplexni vztahy v ndadorovém mikroprostredi. Soucasti nadorového mikroprostfedi jsou
(kromé¢ nadorovych bunék) také stresované normalni bunky, stromalni tkan a bohata
extracelularni matrix; takové mikroprostfedi se povazuje za hlavni faktor pro progresi nadoru a
tvorbu metastiz (%29, Stromalni tkaii obsahuje fibroblasty, myofibroblasty, endotelie krevnich a
lymfatickych cév a také infiltrujici imunitni bunky, jakymi jsou antigen presentujici makrofagy a
dendritické bunky, NK burky, B nebo T lymfocyty (TIL — tumor infiltrujici T lymf.), viz obr. ¢.
5. Snizeni protinadorové aktivity téchto infiltrujicich imunitnich bunék je povazovano za dulezity

(221, 222, 223, 224, 225, 226)

krok k podpofe rastu nadoru . Typ, hustota a lokalizace téchto

imunitnich bunck se ukazala byt dulezitym prognostickym faktorem (227)

. Také jsou zde
zastoupeny slozky komplementu a imunoglobuliny proti nadorovym antigenim vazajici se na
nadorové specificky epitop, nebo na epitelialni a mezenchymalni bunky. I v nadorovych bunkach
nelymfoidniho ptvodu muze dochazet k ektopické expresi Fc receptoru vychytavajiciho
dostupné imunoglobuliny a nadory misto ,,0znackovani® specifickou protilatkou pro ADCC
naopak ziskavaji dalsi stimulacni signaly pro svou expanzi (#28: 229.230)

S nadory asociované fibroblasty (CAF) jsou dalsi dulezitou slozkou nadorového
mikroprostfedi, staraji se o udrzovani vhodnych podminek pro rast nadort. Na rozdil od
normalnich fibroblastd jsou CAF permanentné aktivoviny pasobenim TGF-f3 piitomného
v nadorové tkani. Oznacuji se také jako myofibroblasty diky podobnosti jak s fibroblasty, tak i s
hladkymi svalovymi bunkami. Aktivované CAF se pak chovaji podobné jako pfi hojeni zranéni -

podporuji proliferaci okolni nadorové tkan¢ (231,232, 233)

. Produkuji nadmérna mnozstvi
svalového aktinu, extracelularni matrix a membranové vazanych proteolytickych enzymu
(metalloproteinaz) usnadnujicich $tépenim napf. kolagenu prorustani nadoru do okolni tkan¢.
Metalloproteinazy také uvolruji TGF-B z jeho latentni formy a zvySuji mnozstvi aktivovaného
cytokinu v nadoru. Expanzi nadorové tkané podporuji produkei rastovych faktort, napt. FSP1
(metastazin), nebo chemokint, napf. CXCL12 (SDF-1a). FSP1 inaktivuje regulacni protein p53,
zvys$uje motilitu bunék a tim i tvorbu metastaz. CXCL12 pusob{ parakrinnim mechanismem, vaze
se na nadorovy receptor CXCR4 a stimuluje tyto bunky. Tvorba receptoru je vyvolana
ptitomnosti TGF- v nddorové tkani (234) CXCL12 také zvysuje metastaticky potencial bunck
jejich smérovanim do plic a lymfatickych uzlin. Jako chemoatraktans laka leukocyty k infiltraci
nadorové tkané (?3® . Dalgimi chemokiny uvolfiovanymi z CAF jsou CCL2, CCL5, CCL7,
CXCL8, and CXCI.14 (236.237)
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Soucasné studie ukazuji, ze chronicky zanét zvySuje riziko vzniku a rozvoje nadorové
tkane (238 Zanet je obvykle soucasti obrany hostitele proti patogentm, ¢i pii poranénich tkani.
TLR hraji klicovou roli v pfirozené imunitni odpovédi a v nasledné indukei adaptivni odpovédi
(239) Jsou exprimované nejen na imunitnich, ale i na nadorovych bunkach (240) "oz je podobné
nezvyklé misto exprese stejné jako v piipad¢ nadorového Fc receptoru (229) Antigeny vzniklé
pfi poskozeni a nekréze nadorovych bunék mohou aktivovat TLR exprimované na imunitnich i
nadorovych bunkach. Takto aktivované bunky uvolnuji do prostfedi cytokiny a chemokiny, ale
jejich §patné vyvazeni vyrazné méni nadorové mikroprostiedi (?4Y). Aktivované TLR na
nadorovych burikich mohou podpofit jejich rist a vyuzit tak chronickou zanétlivou odpoved ve
svuj prospéch ve smyslu odolnosti proti apoptéze a proti likvidaci imunitnim systémem

(242,243, 240) " p,, vystaveni bun¢k puasobeni TLR ligandt je zvySena produkce prozanétlivych

cytokini (TNF«, G-CSF, IL-1a, and 11.-6), chemokint (CCL2 a CXCL12), imunosupresivnich
cytokinu (IL-10) a zanétlivych faktora (COX-2). Také dochazi ke zvyseni exprese TGF-8, 1L-8,
CXCR4, ICAM-1 and VEGF (243:244.245) "emei viechny tyto latky podporuji rist nadoru,
jejich pfitomnost je charakteristicka pro nadorové mikroprostiedi, kdy aktivni produkce mnoha
faktoru ovliviiuje nadorové, imunitni i normalni bunky.

TGF-B, VEGF, CCL22 a IL-10 mohou indukovat vznik T-regula¢nich bunc¢k (T

(222,246)
. reg

reg
CD4'CD25"Foxp3") v nidorovém mikroprostiedi a v lymfatickych uzlinich
sekretuji dal§i IL.-10 a TGF-B, které suprimuji protinidorové ucinky ostatnich T lymfocyti.
Zvysené mnozstvi T, v nidorech je spojeno se $patnou prognézou u mnoha typa rakoviny
(247) Makrofagy se mohou na zakladé vnéjsich signalt diferencovat na M1 nebo M2 typ, ktery
dale podporuje T;1 nebo T2 odpoveéd. IL-10 dava vzniknout z nadorové asociovanych
makrofagt diferencovanym myeloidnim M2c bunkam, které uvolnuji do mikroprostiedi

proangiogenni a lymfoangiogenni faktory podporujici tvorbu metastaz (248)

. Zanetlivé faktory
I1-1B, IL-6 a prostaglandin lakaji do mista nidoru supresorové buriky derivované z myeloidni
linie (MDSC) (?*%). MDSC jsou stejné vyznamné pro rist nidord jako T, Inhibuj
protinadorovou odpovéd’ produkei arginazy (arginin je esencialni pro funkce T lymfocyt), NO

syntetizy a TGF-B (250:221)

Dendritické bunky mohou také pfispét k imunopatogenezi nadorové tkané (281),
Plasmacytoidni DC jsou do nadoru lakany chemoatraktanty CXCL12, zde pak produkeci 1L-8 a
TNF-a piispivaji k neoangiogenezi, ktera jiz byla zahajena uc¢inky VEGF a CXCL12. Nadorové
plasmacytoidni DC indukuji u T lymfocytt vznik supresorového fenotypu CD8 CCR71L-10"

nezéavislého na pfitomnosti CD4" supresorovych bunék. I1.-10 nasledné pasobi imunosupresivné
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na ostatni T lymfocyty. Diferenciace myeloidni linie DC muze byt narusena vlivem VEGF, IL-6,
I1-1, prostaglandinu ¢i TGF-f3. Myeloidni DC jsou zodpovédné za indukci protinidorové Tyl a
T bunécné odpovédi. Produkce IFN-Y specifickymi T lymfocyty tak nepfimo muze byt potlacena
pusobenim plasmacytoidnich DC pfitomnych v nadoru a jimi indukovanych supresorovych
CD8" T lymfocytq (252 253.254)

Casto se tak ukazalo, 7e organismus je sice schopny zahajit piirozenou imunitni odpovéd
NK a NKT bunék i adaptivni protindidorovou odpovéd CD8", CD4" T lymfocytt a B lymfocytt,
ale diky imunosupresivhimu nadorovému mikroprostfedi neni imunita schopna dokoncit

zapocaté odstranéni nadorové tkané (285, 256)

MIG IL-6

/' TG+F-B
Fibroblasts }&

--------

Obr. & 5. Vztahy mezi jednotlivimi typy bunik v nddorovéim mikroprostredi. Prevzato 3 Barnas, 2010 (57,

2.4.4 VIROVE VEKTORY V TERAPII NADORU

Pro imunoterapii nadora se vyuzivaji dva lécebné pfistupy. Pasivn{ terapie je zaloZzena na
podani jiz funkénich/aktivovanych efektorovych bunék (lymfocyty, makrofiagy, DC, NK), nebo
protilatek namifenych napf. proti nadorovym antigenim ¢i urcenych k depleci bunék
suprimujicich protinadorovou imunitni odpovéd. Aktivni imunoterapie pfedstavuje vyvolani

imunitni odpovédi pfimo v pacientovi. Imunita muize byt stimulovana nespecificky, to znamena
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podanim adjuvans, jakymi jsou bakterialni extrakty (BCG, L.monocytogenes, C.parvum), lyzaty
nadorovych bun¢k, CpG oligonukleotidy a podpurné cytokiny (IL-2, interferony, TNF-a). Dalsi
moznost{ aktivni obrany je vyvolani nadorové specifické imunity ockovanim. To se provadi
aplikaci peptidi/proteinti specifickych pro nadory, virus-like ¢dsticemi nesoucimi nadorovy
antigen a expresnimi vektory nevirového (DNA, RNA) ¢i virového pavodu. Pro vyvolan{ siln¢jsi
odezvy se vétsinou aktivni a pasivni imunoterapie kombinuji.

Hnaci silou pro vyvoj nadoru jsou genetické zmény. Pomoci genové terapie lze tyto
zmény zvratit, nebo lze naopak usnadnit zabiti nadorovych bunék; 60% pifipada vyuziti genové
terapie se zabyva pravé 1écbou nadort (b#tp:/ [/ www.wiley.com/ | legacy/ wileychi/ genmed) clinical) ).
Hlavnim cilem genové terapie je dopravit genetickou informaci do zadanych bun¢k. Prenasi se
tumor-supresorové geny, anti-sense oligonukleotidy, sebevrazedné enzymy v kombinaci
s prolécivem, imunomodulacni a chemoprotektivni geny ¢ geny inhibujici onkogeny,
angiogenezi, rust nadora a tvorbu metastaz. Jak je vidét z pfedchoziho vyctu, v genové terapii se
pocita s trvalou expresi nového genu (napf. chemoprotekce), nebo s pfechodnou expresi
zajist’ujici piimé zabiti nadorovych bunck, nebo podporujici vytvofeni imunitni odpovédi proti
nim. Zvlastni odnozi imunoterapie nadort jsou onkolytické viry. Terapeutické geny se do
cilovych bunék dostavaji dvéma zpusoby. Lze vyizolovat pacientovy cilové bunky, manipulovat
s nimi ex vivo, a pak je vratit zpét do organismu, nebo se vektor aplikuje pfimo do pacienta, kde je
terapeuticky gen donesen do cilovych bunck 7 vive. Pouziti vektort za rok 2010 v klinickych

pokusech zaméfenych na genovou terapii ukazuje piehledny obrazek ¢. 6.

Vectors Used in Gene Therapy Clinical Trials (/)

L
WILEY

Adenovirus 23.8% (n=400)
Retrovirus 20.5% (n=344)
MNaked/Plasmid DNA 17.7% (n=304)
Vaccinia virus 7.9% (n=133)
Lipofection 6.5% (n=109)

Poxvirus 5.5% (n=93)
Adenc-associated virus 4.5% (n=75)
Herpes simplex virus 3.3% (n=56)
Lentivirus 1.7% (n=29)

Other categories 4.9% (n=82)
Unknown 3.3% [n=55)

A X R RN RN X X

Obr. & 6. Vektory pousivané v soulasné dobé v genové terapii. K dispozici kagdoroiné aktualizované informace na

www.wiley.co.uk/ enmed/ clinical.
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Pro vneseni novych gent do organismu bylo tfeba vytvofit bezpecné nevirové ¢i virové
vektory. Moznosti je napf. vlozit gen pomoci komplexu DNA-polymer nebo DNA-lipid do
cilovych bunék vyizolovanych z pacienta a takto upravené je zase vratit zpét. Tato metoda je
bezpecna, ale bohuzel uc¢innost stabilni transfekce bunck je nizka a narazi se na problémy
s expresi transgent v post-mitotickych nebo pomalu proliferujicich bunkach (2%8) vy
ucinnost pfenosu a nizkou toxicitu fesi pfenos gent pomoci vira (259, 260) Viry jsou v soucasné
dobé¢ nejefektivnéjsim prostfedkem k doprave gent. Pro prebled vig Stone et al, 2000, a Bonard et a,
2009 (251 282) | prynim virovym vektorem byl Shopiv papilomavirus, kterj Rogersova skupina
v roce 1973 pouzila (ackoliv ne uplné uspésné) k vneseni arginazy do bunck vyizolovanych

z pacientd s poruchami imunity (263)

. I pfes prvotni neuspéch se casem dalsim pracovnim
skupinam podafilo ziskat vektory, kterymi se vnesly transgeny do bunék. Nejznamnéjsi virové

vektory jsou odvozené od adenoviri (Ad), adeno-asociovanych vira (AAV), herpesvira ci

. , .. , N . v . v . : ‘ 264, 262
retrovirové/lentivitové vektory, v soucasné dobé také nékteré poxvirové vektory ( ).
Zakladni rozdily mezi nékterymi vektory jsou uvedeny v tabulce €. 6.
vyvolani vstup do forma exprese
vektor mnoZeni | zanétu | tropismus | bunék genomu transgenu genotoxicita
retrovirus sttedni | nizké delici se receptor/fuze | integrovany | dlouhodobé | integrace
1010 bunky membran muze vyvolat
onkogenezi
lentivirus vysoké nizké siroké receptot/fuze | integrovany | dlouhodobé nizka
1012 spektrum | membran
HSV-1 vysoké | vysoké | siroké receptor/fuze | episomalni | pfechodné nizka
1012 spektrum | membran
Adenovirus vysoké | vysoké | siroké receptot/ episomalni | velmi kratce | nizka
1012 spektrum | endosomy
AAV vysoké nizké Siroké receptot/ episom/ stfedné/ neznama
1012 spektrum | endosomy integrovany | dlouhodobé
Poxvirus sttedni | nizké siroké fuze cytoplasma | pfechodné nizka
1010 spektrum | membran

Tabulka & 6. Hiavni viastnosti nékterych virovych vektori. Upraveno podle Bonard, 2009 (262),

Virové vektory jsou rozlicné upravovany pro ucely terapie nadord. Mohou byt
manipulovany pro expresi terapeutickych gent - vyménou jejich neesencialnich gent za cizi 1ze
ziskat rekombinantni vektory pouZitelné k infekci piirozenych hostitelskych bunék. Upravou
jejich obalovych proteint je mozné virus nasmérovat specificky na receptor pfitomny na povrchu
urcitého typu bunck. Specificitu infekce lze podminit i omezenim replikace v zavislosti na typu

bunck, expresi transgenu lze regulovat také vlozenim za tkanové specificky ¢i inducibilni

32



promotor. Rada vektort byla pouZita k dopravé gent do bunék tak, aby poskytla transientn{ (Ad,
vakcinie) nebo permanentni (retro-, lentiviry, AAV) expresi transgenu. Replikacné deficientni viry

jsou vyuzivany pro vnasen{ terapeutickych genu (265, 266, 267)

. Virové nadorové vakciny zase
ST . m - - . . (268, 269, 270) 1
exprimuji nadorove specifické antigeny, cytokiny a kostimulacni molekuly . Prehled

v soucasnosti nejvice vyuzivanych terapeutickych gent je uveden v tabulce ¢. 7.

Typ transgenu/vektoru Klinické zkousky
pocet procento
antigen 325 19,8
cytokiny 302 18,4
nadorové supresory 173 10,5
ristové faktory 127 7,7
deficience 118 7,2
sebevrazedné geny 118 7,2
receptory 95 5,8
inhibitory replikace 68 4,1
markery 50 3
onkolytické viry 25 1,5
transkripcni faktory 22 1,3
resistence k 1é¢ivim 19 1,2
antisense 12 0,7
regulatory onkogenti 11 0,7
transportéry, poriny, kanaly 11 0,7
adhezni molekuly 9 0,5
siRNA 9 0,5
ribozymy 6 0,4
hormony 5 0,3
bunécny cyklus 4 0,2

Tabulka & 7. Priklady transgenii a vektorii pougitych pro genovon terapii. Kagdorolné updatované informace json k

dispozici na www.wiley.co.nk / genmed/ clinical.

V kontextu slécbou nadora je vyhodou schopnost atenuovanych vird mnozit se

specificky v nadorovych bunkach (271), Onkolytické viry snadno infikuji bunky, jsou cilené pro

infekeci nadorové tkané a jeji zniceni lyzi bunck (272.273) | pryni generace onkolytickych virt

(reovirus, VSV) vykazovaly pfirozenou selektivitu pro nadorové bunky; pro druhou generaci
(Ad, HSV) jiz byly vytvafeny specifické delecni mutanty pro zvyseni selektivity vektord pro

(274, 275, 273)

nadorové bunky . U onkolytickych vira je tfeba zlepsovat protinadorové ucinky,

podani a systemické Sifeni, aby se terapeuticky potencidl nevyuzil pouze v mist¢ podani
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(intratumoraln¢), ale aby se virus §ifil i do oblasti s vyskytem metastaz (276)

. Diky relativné
sirokému spektru vira pouzitelnych pro genovou terapii lze vybrat takovy vektor, ktery svymi
vlastnostmi odpovidd nasim pozadavkim. Jedna se o pozadavky na tkanovy tropismus
(selektivita pro typ bunck, tkanové specifické promotory neseného transgenu), levnou

vysokokapacitni vyrobu vektoru, snizeni imunitni odpovédi proti samotnému vektoru a jeho

nizkou patogenitu ¢i pozadavek dlouhodobé exprese transgenu.

2.4.5 POXVIRY JAKO VEKTOR

Na pocatku 80 let 20.stoleti se zacal virus vakcinie vyuzivat jako rekombinantni virovy
vektor. Hola virova DNA (bez kapsidovych enzymu) je neinfekéni a proto se z pocatku vyuzivalo
homologni rekombinace v infikovanych butikich (2’7, Pozdéji bylo mozné izolovat pifmo
virovy genom, metodami genového inzenyrstvi jej upravit a vanést ho zpét do bunék infikovanych

(278) Ve vakcinii i jinych poxvirech lze exprimovat geny a cDNA prokaryotického i

(2

helper virem
eukaryotického puvodu vcetné virovych kodujicich sekvenct ) Pouziti poxvira jako vektort
v sobé nese fadu vyhod. Izolovana virova DNA je neinfekéni. Virus napada Siroké spektrum
bunéénych typt i organismu, mnozi se do vysokych titra a bunky zabiji, takze se zamezi
nezadouci inseréni mutagenezi hostitelského genomu. Virova RNA polymeraza rozpoznava
pouze vlastni promotory, vkladany cizorody gen musi byt ve formé cDNA, protoze u poxvirt
neprobiha sestfih mRNA. Silu a nac¢asovan{ exprese genu lze ovlivnit vybérem promotoru; ¢asné
a casnépozdni promotory umoznuji vyvolani bunécné i protilatkové odpovedi proti antigenu,
pozdni promotory spise jen tvorbu protilatek, protoze v pozdni fazi infekce je snizena prezentace
antigentt na MHC gp 1 vlivem ostatnich virovych produktii a tim je sniZena i stimulace CD8" T
lymfocytt. Proteiny jsou pfislusnym zpusobem posttranslacné modifikovany, piipadné
transportovany ¢i sekretovany. Vzhledem k velikosti vakciniového genomu lIze vlozit dlouhé
useky DNA (az 25 kbp). Po deleci n¢kterych neesencialnich gent se kapacita vektoru jesté zvétsi
a lze vlozit az dvojnasobné mnozstvi cizorodé DNA (50 kbp). Expresn{ systém je vyuzivan k
analyze nejriznéjsich proteind (enzymy, srazeci faktory, hormony), jejich biologické aktivity,
protein-proteinovych interakci, chovani mutantnich a toxickych forem proteint, odezvy
imunitnftho systému na produkci rekombinantniho proteinu a stim spojeny vyvoj zivych
rekombinantnich vakcin. Poxviry jsou jiz vyuzivany k expresi cizorodych antigend a pouzity byly

v klinickych testech pro ochranu proti fadé infekcnich chorob (280,281, 282, 283, 284) pro lécbu
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., (285,286, 287)

nadora . Priklady nékterych kment vakcinie pouzivanych v praxi jsou uvedeny

v tabulce ¢. 8.

en 0 evyho
Km Vyhody Nevyhody
inicky nejuzivanéjs{ — dlouhodobé
klinicky nej j${ — dlouhodob
NYCBH | zkusenosti s vakcinaci, nizka minimaln{ selektivita pro nadory 7 vitro
patogenicita
vakcinace proti pravym nestovicim s iy , s
. , ¢ profl pravy S zadn4 selektivita pro nadory, 3-6x vyssi
Lister vychozi pro uzivany atenuovany kmen - .
1.C16m8 patogenicita nez NYCBH
Kodas pouzity pro eradikaci pravych nestovic, | toxicky jako neupravena vakcina, vysoka
in vitro selektivita pro nadory patogenicita (10-20x vyssi nez NYCBH)
WR zvys$ena schopnost lyze a selektivity pro | minimaln{ klinické pouziti bez atenuaci —
nadorové bunky # vitro vysoka virulence, patogenicita
Tian Tian pouzity pro eradikaci pravych nestovic | neznamy potencial pfi pouziti jako
v Asil onkolytického agens, neznama patogenicita
bezpecna vakcina (vysoce atenuovany),
mnohondsobné delece v genomu — . .
MVA senony bez onkolytického potencialu
odvozen z kmene Ankara, zadna
replikace se v sav¢ich burikach
bezpecna vakcina (vysoce atenuovany),
NYVAC 20 definovanych deleci v genomu —

odvozen z kmene Kodan, minimaln{ bez onkolytického potencialu
replikace se v sav¢ich bunkach

Tab. & 8. Prebled kmeni vakcinie pouitych jako zdiklad pro genovou terapii. Upraveno dle Kirn, 2009, Kretgschmar,
2006, (288,289) \ hutp:/ [ www.cde.gov.

Terapie pomoci poxvird umoznuje zacilit a znicit nadorové bunky diky pasobeni vice
mechanismt. Poxviry se ve spojeni s rakovinou vyuzivaji dvéma zpusoby — jako nosi¢
nadorového antigenu, proti némuz se ma vytvofit imunita, nebo jako onkolytické agens.

Vlastnosti a ucinky obou typt vakcin se z¢asti prekryvaji.

Jeden z mechanismt, jak mutze imunitn{ systém reagovat na piitomnost nadoru, je
zalozen na tom, ze nador presentuje antigeny, které jsou rozpoznavany jako cizorodé. Béhem
tumorigeneze dochazi k fad¢ zmén v expresi gent, dochazi k expresi novych antigent nebo ke
vzniku abnormalnich proteint. Vznikaji tzv. nadorové specifické a s nadory asociované antigeny
(TSA a TAA). TSA jsou unikatni pro nadorové bunky, nejsou exprimované na normalnich
burikach a jsou zodpovédné za odhojeni nadoru. Vétsina TSA jsou malo imunogenni proteiny a
$patné se identifikuji. TAA jsou exprimovany na nadorovych i normalnich bunkach, ale dochazi u
nich ke zméné miry exprese (zvyseni nebo obnoveni). K TSA lze fadit antigeny virového pavodu

(papilomavirové E6, E7), k TAA s obnovenou expresi embryonalni alfa-fetoprotein a karcino-
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embryonalni antigcen. Poxviry jsou vysoce imunogenni a je proti nim cilena silna odpoved
vy

cytotoxickjch T lymfocyta (299 (291)

1 neutralizacnich protilatek . Rekombinantni poxviry
exprimujici TAA/TSA po infekci organismu zvys$uji mnozstvi nadorové specifickych CTL i
protilatkovou odpovéd. Vyhodou oproti pouziti terapeutickych monoklonalnich protilatek, které
jsou zaméfené pouze proti jednomu epitopu TAA, je, Zze virem produkovany TAA vyvola
odpoved’ proti §iroké skale epitopt a navozuje tak ucinnéjsi zniceni nadorovych bunék imunitnim
systémem. Uéinky vakciny na zvj$eni imunitni reakce lze dosahnout vicendsobnym podanim
vektoru, v ,prime-boost™; ockovacim schématu kombinaci dvou vektord nebo koexpresi
stimulac¢nich faktorti ¢i jejich soubéznym podavanim ve formé proteinu. Intratumoralnim
podanim viru exprimujicim pouze cytokin, ktery stimuluje funkci antigen presentujicich bunék,
dochazi ke zvySené infiltraci APC a T lymfocytd do nadoru a jeho okoli, nebo k vylepseni
rozpoznani nadorovych bunék, coz vede k posileni specifické protinadorové odpovedi a
k odhojeni nadorové tkané (285) (270)

Utinky vakcin ovsem narazi na schopnost nadora ménit mikroprostiedi v neprospéch
imunitnich bunék (imunosuprese), nebo dochazi k imunoeditaci, ktera vede k oddéleni a pfeziti
subpopulace bunék odolnych vici efektorim imunitni odpovédi, jez neexprimuji pivodni
nadorovy antigen. Poxviry jsou vyuzitelné také jako onkolytické agens. Piima infekce nadorovych
bunc¢k ma za nasledek bunécnou lyzi a odhojeni nadoru. Piesny prabéh destrukce nadoru zavisi
na pouzitém virovém kmeni. Onkolytické viry mohou znicit i takovou tkan, ktera je ke klasické
lécbé resistentni. Poxviry produkuji nckolik antigennich forem (IMV, EEV, CEV), které se
mohou sifit po organismu a napadaji i metastatickou nadorovou tkan. Daji vyhodné kombinovat
s dalsf imunoterapii nebo anti-angiogenni terapii, ktera nebrani replikaci vakcinie v nadoru.
Kombinaci raznych ucinka vakcinie v misté niddoru dochazi k jeho odhojovani odlisnému od
pusobeni chemoterapie nebo radioterapie. Pfi uvolnéni obsahu nadorové bunky organismus
dostane signal nebezpeci, ktery informuje pfirozenou slozku imunitnfho systému o pfitomnosti
DAMP a PAMP molekul a uvoln{ se tak i pfistup k nadorovym antigentum, jejichz vystaveni na

povrchu bun¢k mohlo byt pfedtim v nadorové burnice potlaceno (292,113)

. Postupné se tak
aktivuje také adaptivni slozka imunitntho systému a dochazi k vytvofeni protektivni
protinadorové odpovédi. Onkolyticky virus tak pusobi jako terapeutikum a zaroven vakcinuje z

sy (293,272, 294)

. Pokud jsou poxviry vyzbrojeny i terapeutickym transgenem, muze se jednat
napifklad o cytokin nebo kostimula¢ni molekulu, transgenni protein uvolnény pii lyzi bunky
zvysuje vznikajici protinddorovou imunitni odpovéd’, chemokiny a cytokiny lakaji imunitni bunky

do mista nadoru, kde zptsobi trombézu a nekrézu tkané. Vakcinie muze napadat také cévni
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fecisté zasobujici nador zivinami, infikované endotelidlni bunky se zhrouti a nefunkéni céva tak

napomaha odumirani nadoru. (295,293, 296)

Mnoho znakt charakteristickych pro nadorové bunky, jakymi jsou inhibice apoptozy,
deregulovany bunécny cyklus a unik pfed imunitnim systémem, jsou ovsem vyhodné pro uspésné

mnozeni poxvira (297)

Na zakladé genetickych modifikaci poxvirového genomu pak Ize
dosahnout veétsi selektivity pro mnozeni viru v nadorovych bunkach. Vakcinie produkuje mnoho
proteina dulezitych pro virulenci — jejich deleci 1ze dosahnout zvyseného cileni terapeutického
viru do nadort. Delece virovych gent pozadovanych pro mnozeni se v normalnich bunkach,
napf. thymidinkinaza, vede k aspésné replikaci viru pouze v bunikach s funkénim enzymem (298)
Bunécna thymidinkinaza je v prubéhu normalniho bunééného cyklu regulovana transkripénim
faktorem E2F a je exprimovana jen kratce v S-fazi. U nadorovych bunék dochazi k vysoké

expresi thymidinkinazy nezavisle na bunééném cyklu (299)

Dalsi poxvirovy protein —
sekretovany rustovy faktor VGF — se vaze na EGFR a podili se na indukci proliferace
infikovanych a okolnich bunck (300,301, 302) v nadorovych bunkach je ¢asto aktivovana signalni
draha vedouci od EGFR, takze i virus s deletovanym VGF genem se v nich muze bez problému
mnozit (3%, Vakcinie také exprimuje fadu genu, které blokuji apoptézu v infikovanych
bunkach; jejich deleci, nebo kombinacemi rtznych deleci se muze dosahnout dalstho zvyseni
selektivity vakcinie pro mnozeni v nadorové tkani (304,30%) Take geny interferujic{ s imunitnim
systémem hostitele, jako je napf. virovy rozpustny receptor pro IFN, omezi replikaci viru
v normalnich bunkach, ale ne v nadorovych bunkach s poskozenym systémem interferonové
odpovédi. Nakonec kombinaci delecni mutanty s expresi vhodného transgenu lze dosahnout
maximalniho terapeutického ucinku (napf. delece virového receptoru pro IFN a produkce

transgenu IEN) (293

Podat poxviry lze vice zpusoby — intravenézné, kdy se siff systemicky krvi, nebo

intratumoralné, kdy je pfimo zajiSténa primarni replikace v nadoru s dodatecnym sifenim po

(306, 307)

organismu s cilem vyhledani metastazujicich tkani . Prodlouzenim doby cirkulace viru

v krvi se zvySuje i Sance infikovat nadorové bunky. Proto se viry obaluji do liposomu a
syntetickych polymerd, nebo se modifikuji jejich membrany pomoci peptida ¢i protilatek
(308,309 " Cirkulaci v krvi lze ale prodlouzit i naprosto jednoduchym zpisobem — zvyienim
produkce extracelularni formy viru (EEV), kterd v membrané sama pfirozené nese proteiny

interferujici s ucinky komplementu ¢i protilatkovou obranou organismu (310,311, 312)
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2.4.6 KONSTRUKCE REKOMBINANTNI VAKCINIE

2.4.6.1 Tvorba rekombinantni DNA

Nejcastéji vyuzivany postup ma dvé faze — konstrukce inserénitho plasmidu a 7 vive

homologni rekombinace. Gen se vklada do plasmidu, ktery nese nasledujici elementy: vakciniovy
promotor, polylinker, sekvenci neesencidlntho genu vakcinie rozlozenou kolem pfedchozich
dvou elementt, kterd pozdéji umozni homologni rekombinaci plasmidu do genomu vakcinie,
pocatek replikace pro mnozeni plasmidu v bakterialnim systému, gen pro rezistenci proti
antibiotikim nebo pro jiny zpusob selekce v bakteriich (313, 314) Promotory se pouzivaji bud’
pfirozené vakciniové nebo syntetické. Z vakciniovych je nejhojnéji vyuzivan p7.5. Pro imunizaci
rekombinantni vakcinil jsou vhodnéjsi casné promotory nebo ¢asné/pozdni se silnou casnou
castf, lépe tak dochazi ke stimulaci imunitnifho systém organismu presentaci peptida
rekombinantnfho proteinu (napf. nadorovy antigen) na molekulach MHC I gp. Pro produkci
proteint se pouzivaji syntetické pozdni ¢i kombinované promotory. Iz vitro 1ze pouzit 1 hybridni
expresni systém bakteriofig/vakcinie. Gen je vlozen do plasmidu za T7 nebo SP6 promotor a
rekombinantni virus vakcinie exprimuje T7 polymerazu. Soucasnou infekci a transfekci dojde
k expresi genu umisténého v plasmidu diky virem vyrobené T7 polymeraze. Slozit¢jsi systém fidi
expresi inducibilné, zahrnuje E.coli lac represor, T7 RNA polymerazu pod kontrolou virového
promotoru a lac operatoru a rekombinantni gen v plasmidu fizeny T7 promotorem a lac

operétorem (315, 316, 317, 318)

. Exprese takového rekombinantntho genu se spusti koinfekei
bunék nckolika raznymi rekombinantnimi viry. Pfleiderer et al, 1995, porovnavali expresi
proteinti pod vakciniovym a T7 promotorem. Zjistili, ze pro expresi sekretovanych proteint je
lepsi pouzivat vakciniovy promotor a pro produkci do cytoplasmy T7 hybridni systém. Zalezi
ovsem i na individualni charakteristice rekombinantnfho proteinu, na posttransla¢nich apravach,

jimiz prochazi, na sekre¢nich drahach v bunce atd (316)

Za promotorem je polylinker, ve kterém se nevyskytuje zadny ATG triplet. Prvni ATG ve
vkladané cDNA je potom vyuzit jako pocatek translace, takze odpada feSeni problému spojenych
s vlozenim do spravné cteci faze ¢i vznikem faznich proteind. Pro expresi fizenou casnym
promotorem je nutné odstranit z nukleotidové sekvence genu motiv vakcinie (I'TTTTNT), aby
nedochazelo k pfedcasné terminaci transkripce a tim vzniku defektniho rekombinantniho

proteinu (319)

Dostatecnym mnozstvim vysoce cistého plasmidu se bunky transfekuji a zaroven se infikuji
divokym typem vakcinie. Béhem replikace dochazi k mistné specifické homologni rekombinaci

mezi virovou a vnasenou DNA. Vakcinie katalyzuje rekombinace mezi dvéma linearnimi, dvéma
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kruhovymi i mezi kruhovou a linearni DNA (320), Jednoduchym crossing-overem vznikne
nestabilni rekombinanta. Je to zpusobeno vyskytem vice homolognich sekvenci umisténych
blizko sebe v genomu viru. Tato nestabilita se vétsinou odstrani béhem dalsich replikacnich cykla
druhym crossing-overem. Vzniklé potomstvo pak vykazuje puvodni rodicovsky nebo

rekombinantni fenotyp.

Vytézek dvojitych rekombinant je znac¢né nizky, pfedstavuje pouhou tisicinu z nové populace.
Pomoci celé fady selekénich technik lze ale identifikovat a izolovat rekombinantni virus.
Vlozenim insertu do neesencialniho genu se casto zméni fenotyp viru. Serpinskii et al, 1996,
zkonstruovali 1 takovy vektor, ktery vklada cizorody gen do oblasti mezi dvéma virovymi geny,
rekombinanta tedy nema zménénou virulenci a lze tak pozorovat ucinky rekombinantnfho genu

na ,,divoky typ* vakcinie (321),

2.4.6.2 Selekce rekombinant

Rekombinantni viry jsou selektovany na zakladé zménéného fenotypu zpusobeného

inaktivaci neesencialniho virového genu (thymidinkinaza, hemaglutinin) ¢i koexpresi jest¢ dalsiho
insertovaného genu (resistence k antibiotikim, barevné markery, virové ,host range“ geny).
Nejbéznéjsim neesencialnim genem pro vkladani cizorodého genu je vakciniova thymidinkinaza
(TK). Rekombinantni viry pak mohou byt na zakladé TK- fenotypu snadno selektovany pfi
(322)

mnozeni viru na TK- bunécéné linii

utilizovat  selekéni ¢inidlo  5-bromdeoxyuridin  (BUdR, BrdU). BUdR fosforylovany

. Viry s vyfazenou thymidinkindzou nejsou schopné

thymidinkinazou viru je vkladan do DNA a je pro dalsi existenci viru letalni. TK' rekombinanta
muze inkorporovat pouze nové syntetizovany thymidin a mnozi se 1 v pfitomnosti analogu
nukleosida BUdR. Nevyhodou je nutnost nékolikrat opakovat selekéni postup, protoze vakcinie
muze tvofit spontanni TK™ mutanty, které projdou seleké¢nim tlakem. TK' rekombinanty vykazuji
niz virulenci (299
Jinym zptusobem selekce je pouzit simultanné vlozeny marker. Takovym je gen gpt
2z Escherichia coli (3%%) . Gen koéduje guaninfosforibosyltransferazu, ktera se pfirozené v savcich
bunkich nevyskytuje. Selekéni tlak vytvaii kyselina mykofenolova (MPA), ktera inhibuje
metabolismus purind v normalnich bunéénych liniich. Gpt katalyzuje konverzi exogenné
podavaného xantinu/hypoxantinu na guanin.
Gen pro neomycinovou resistenci (neo) je také pavodem z Escherichia coli. Neomycin se
vaze na prokaryotni ribosomy a blokuje translaci. Na eukaryotni ribosomy piisobi blokator

eukaryotni translace antibiotikum G418. Produkt genu neo kéduje fosfotransferazu, ktera je

schopna inaktivovat neomycin i G418 (329 G418 suprimuje syntézu mnoha pozdnich virovych
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proteind, rast viru byl aspésné z 95-99% blokovan (325)  Podobné lze vyuzit bakterialni gen pro

resistenci na hygromycin B (hph).

Puromycin je inhibitorem proteosyntézy, zpusobuje pfedcasné uvolnéni nascentniho
polypeptidu z ribozému. Rezistenci k droze zajist'uje gen pac ze Streptomyces alboniger, ktery
koéduje acetyltransferazu puromycinu (326) Sanchez-Puig a Blasco, 2000, zjistili, ze
puromycinova inhibice proteosyntézy koreluje s inhibici replikace viru vakcinie. Pro inhibici

mnozeni rodicovského viru se pouziva ve vysokych koncentracich toxickych i pro bunky

tkanovych kultur, které se jeho pusobenim uvolnuji od podkladu (327)

Pouzitelné jsou i markery, které neslouzi k selekci viru v médiu o urcitém slozeni, ale
vyuzivaji se k pouhé identifikaci rekombinant. Vkladaji se nékteré bakteridlni markery jako
chloramfenikol acetyltransferaza (CAT), dale luciferaza, zeleny fluorescenéni protein (GFP) nebo
lacZ (328 Luciferdza katalyzuje oxidaci luciferinu na oxoluciferin a emituje pfitom zelenozluté

svétlo. Bunky infikované virem exprimujicim GFP mohou byt vizualizované fluorescencni

(329, 330)

mikroskopii ¢i pomoci pratokové cytometrie . Méné citlivou metodou je pouziti genu

(331)

lacZ kodujictho [(B-galaktosiddzu , ktery umoznuje barevné odliseni rekombinant —

v pfitomnosti chromogenniho substratu X-Gal v médiu se bunky infikované rekombinantnimi

viry zbarvi modfe. Podobné lze pouzit i gen gus pro B-glukuronidisu (332)

Hansen et al, 2002, nasli selekéni metodu, kterd umozni ziskat purifikované rekombinantn{
TK viry ve velmi kratkém case (pouhych 11 dni) s maximalnim snizenim pozadi tvofeného
rodicovskym virem. Vytvofili fazni protein ,BiZyme* nesouci dvé biologické aktivity —
fosfotransferazu neomycin (gen neo) a zeleny fluorescencni protein (gen gfp). Rekombinanty se
selektuji v médiu s antibiotikem G418 a s analogem purinovych bazi BUdR, soucasné¢ je lze

detekovat na zakladé¢ fluorencence jiz nékolik hodin po rekombinaci (333)

Rekombinantu Ize najit hybridizaci DNA (334) pfimou detekci pfitomnosti rekombinantniho

proteinu, za pomoci porovnavani velikosti plaka (335)

j, (336,337)

nebo podle schopnosti mnozit se na

urcitych bunécénych liniic . Funkéni antiapoptotické geny E3L a K3L zajist'uji viru

moznost mnozit se na Sirokém spektru bunek, jejich deleci v dusledku inserce transgenu neni

vakcinie schopna mnozit se na nékterych tkanovych kulturach a dochazi k abortivn{ infekci (200)
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2.5 VLIV REKOMBINANTNICH CYTOKINU NA VIRUS
VAKCINIE

Vakeinie je sama o sob¢ znaéné imunogennim virem, vyvolava silnou CD8" CTL odpovéd
(338) Pro eliminaci infekce je rozhodujici, zda pfevazi imunitni odpovéd’ typu T,1 nebo T},2. Po
infekci monocyti vakcinii dochazi ke zvysené tvorbé mRNA a dale i proteint 11.-10 a I1L-12 a
virus je znicen (339) Pokud se aktivuje T2 cesta, je organismus tézko schopen ubranit se virové

(340)

infekei . Zvysenim bunécné imunitni odpovédi inserci nékterych cytokind do viru se

(341,342) A9

zaroven redukuje jeho virulence juvantni ucinkek cytokinu tak dava vakciniovym

vektoram $anci na jejich Gspésné vyuziti.

Vliv IFN-V. Interferony hraji roli v ¢asné fazi infekce. Inhibuji virovou replikaci a stimuluji
imunitn{ systém spousténim Tyl odpovédi. V bunkich sousedicich s infikovanou bunkou
navozuje IFN-Y tzv. antivirovy stav. V pokusech 7 vitro se ukazalo, ze inzerce genu pro IFN-y
B (343)

inhibuje replikaci viru a snizuje jeho virulenci jest¢ efektivnéji nez IFN- . U mysi

(108)

nachylnych k infekci byla zjisténa snizena produkce interferonu , mysi s deletovanym genem

pro interferon gama jsou vysoce citlivé k infekei vakeinif ve srovnani s kontrolou (349 " In vivo

zajist'uje rekombinantni vakcinie exprimujici IFN-y a GM-CSF zvySenou ochranu proti rozvoji

nadoru po imunizaci my$i bunikami karcinomu prsu (345)

Vliv_1I.-18. Tento interleukin byva také nazyvan IFN-Yy-indukujici faktor. M4
imunomodulaéni ucinky - zvysuje lytickou aktivitu NK bunék a CTL 7z witro. U mysi
s nadorovymi bunkami zvySuje produkci Tyl cytokind a tim i protinadorovou aktivitu
stimulovanych NK a CTL (346) Antivirovy efekt byl zjistén po infekci mysi virem se soucasnou
aplikac{ IL.-18. Stimulace NK bunék byla potvrzena jejich inhibici za pouziti anti-asialo GM1

protilatky (347)

Vliv I1.-2. Pouziti interleukinu-2 jako systemicky podavaného je znacné omezené diky jeho
toxickym ucinkim. Expresi 1L-2 rekombinantnim virem dochazi pouze kjeho lokalnimu
pusobeni. Vlozeny gen pro IL-2 chranf imunosuprimované mysi pred letalnim prabéhem infekce
vakeinif aktivaci NK bunék a stimulaci produkce TNF (faktor nekrézy nadort) a IFN-y (342)
Po imunizaci mysi nadorovymi bunkami infikovanymi virem exprimujicim IL-2 byla zvysena

dlouhodoba odolnost proti rastu rodicovskych neuroblastomovych bunék (348)

Vliv II.-12. Cytokin stimuluje cytotoxickou aktivitu NK bunék a T lymfocyti. Vakcinie

s vlozenym genem pro IL-12 se stava vyrazné atenuovanym virem. Exprese IL.-12 v infikovaném
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organismu indukuje vysokou produkci IFN-y, ktery inhibuje replikaci viru. Pfi imunizaci
rekombinantni vakeinif ale také dochazi ke zvyseni specifické CD8" T bunééné odpovédi proti

viru i proti dal$im rekombinantnim proteinim (349, 350)

Intratumoralni aplikace viru
exprimujictho IL-12 brani rastu ustavenych TC-1 nadort a navozuje u mysi dlouhodobou

odolnost vuci opakovanému podani nadorovych bunck (381),

Vliv kombinace I1.-2/T.-12. Oba cytokiny jsou rekombinantnim virem uvoliovany pouze

lokaln¢é. Cytokiny exprimované virem spoleén¢ s nadorovym antigenem ¢i  produkce
rekombinantnich cytokini pfimo v nadoru ma za nasledek efektivnéjsi protinadorovou terapii.

Kratkodoba produkce cytokint soucasné =zajisti jen minimalni toxicitu ve srovnani se
systemickym podavanim (352, 353) Indukuje se produkce IFN-y (pusobenim IL-12) a TNF-a
(pasobenim I1.-2), zvysuje se pocet NK a CD25" bun¢k a aktivuji se T lymfocyty.

Vliv I1.-10. Interleukin-10 je produkovan T2 bunikami a inhibuje uvolnovani T;;1 cytokint
z makrofagu ¢i NK bunék, inhibuje tak zanétlivé reakce organismu a snizuje okamzitou
protivirovou odpovéd’ snizenim aktivity NK bunék a virové specifickjch CTL (35% | Vakcinie pii

infekci keratinocytd dokonce sama vyvolava produkci IL-10 a napomaha tak vzniku T2

(355)

odpovédi . Rekombinantni vakcinie nebo fowlpoxvirus exprimujici IL-10 v mysich

s nadorem posiluji CTL protinadorovou odpovéd, aniz by se zménila anti-VV protilatkova
odpovéd nebo zvysila mortalita infikovanych mysi (356)

Vliv I1.-4. Jedna se o imunoregulacni cytokin produkovany T},2 buntkami, na jeho produkci
je zavisly vjvoj imunitni odpovédi smérem kT2 (37 Endogenni I1-4 spolu s IL-10 inhibuji
ocisténi organismu od viru, mysi s deletovanym genem pro interleukin-4 vykazuji naopak silnéjsi

Tyl odpovéd cytotoxickych T lymfocyta na infekci nez mysi kontrolni (108,344) 11,4

exprimovany rekombinantnim virem vakcinie ¢i pfibuznym virem ectromelie suprimuje vyvoj

(358) | (359)

maturovanych CD8" cytotoxickych T lymfocytt a tlumi i tvorbu pamét’ovych buné

P1i infekci témito viry dochazi ke snizeni exprese cytokina Ty1 imunitnf odpovedi (IL-12, I1L-2,
IFN-Y) a v navaznosti na jejich snizenou hladinu se snizuje i produkce NO, ktery téz vykazuje
antimikrobialni a antivirové dcinky (338, Virus vakeinie exprimujici IL-4 se mnozi 100-1000krat

vic nez divoky typ a mysi déle trva zbavit se infekce (344)

(359)

, mnohdy je ndkaza pro organismus i

letalni

Vliv 11.-17/11.-23. Intetleukin 17 neni ve svém ucinku toxicky. Indukuje proliferaci T

(360)

bunék a produkei zinétlivych cytokina (IL-13 a TNF-Q) 7z vitro . IL-17 inhibuje pusobeni

NK bunék a snizuje jejich pocet (31, V kombinaci s GM-CSF zvysuje mnozstvi dendritickych
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bunck (362) Jako rekombinantni cytokin exprimovany vakcinii nema zadny efekt na mnozeni
viru in vitro, ale in vivo zvysuje virulenci viru a zpusobuje odklon od antivirové Ty 1 k protilatkové
T,2 imunitni odpovédi (pievazuji imunoglobuliny IgG1, IgG3 a IgA nad 1gG2a)(3°%). 11-23
snizuje virulenci rekombinantn{ vakcinie a zvySuje mirné aktivitu CTL, ale ne NK bunék (364)

Stejné jako v piipadé IL-4 je pouziti IL-17/IL-23 jako adjuvantnfho cytokinu v rekombinantnich

vakcinach vyloucené.

2.6 FLT3 LIGAND (FL)

O FL jsme se zacali zajimat proto, ze je ve svém pusobeni velmi podobny GM-CSF. FL je
cytokin, ktery reguluje proliferaci, diferenciaci a pfezivani hematopoietickych kmenovych a
progenitorovych bunék. Je v uzkém pifbuzenském vztahu s dalsimi ligandy tyrosinkinazovych
receptord, M-CSF (makrofagy-kolonie stimulujici faktor) a SCF (rastovy faktor kmenovych
bunék, jinak téz kit ligand ¢i steel faktor). M-CSF reguluje rust a diferenciaci fagocyta. SCF

stimuluje proliferaci myeloidnich a lymfoidnich bunck.

Klonovani a charakterizaci flt3 ligandu se vénovali dvé skupiny védct soustfedéné kolem
S.D. Lymana a Ch. Hannuma. Pomoci receptoru pro FL fazovaného s Fc casti IgG  izolovali
Lyman et al, 1993, ligand navazany na membranu T bunék. Zkonstruovali cDNA expresni
knihovnu, v niZ nasli n¢kolik klont odpovidajicich FL. (365, 366) podobne postupovala i skupina

Charlese Hannuma (367)

Klon 6C ma 696 bp dlouhy otevieny cteci ramec obklopeny 5° a 3" nekddujicimi
oblastmi. Kéduje 231 aminokyselinovych (ak) zbytka dlouhy transmembranovy protein typu L
Na N-konci je signalni peptid (27 ak zbytkl), pokracuje 161 ak extracelularni domény, 22 ak
transmembranové a 21 ak cytoplasmatické domény. V proteinu se nachazi 2 glykosylacni mista
(365) " Hannumova skupina tento klon oznacila jako T110 a zjistila, ze tato sestfihova varianta
neobsahuje exon 6. Tuto variantu lze nalézt ve dvou biologicky aktivnich formach — jako

transmembranovy protein, nebo jako jeho solubilni formu vzniklou proteolytickym S$tépenim

isoformy plné délky za jejim ¢tvrtym cysteinovym zbytkem extracelularni domény.

Klon 5H (= T118) je dlouhy 854 bp a v sekvenci shodny s klonem 6C v délce 163
aminokyselinovych zbytka. Diéle se v sekvenci na C-koncové casti lisi, sestiihem vznika 3°
netranslatovana oblast. V délce 220 aminokyselinovych zbytkt je o 11 aminokyselin kratsi nez

pfedchozi forma. Na C-konci je 57 hydrofébnich aminokyselin, které pfedurcuji protein k vazbé
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(365, 367)

na plasmatickou membranu Tato isoforma je biologicky aktivni pouze jako

membranové vazana. Pokud tvofi solubilni protein, je to pouze v nedetekovatelném mnozstvi,

nebo je nestabilni ¢i postrada biologickou aktivitu (368)

d FL helical cytokine domain

Variant FL tails

Obr. & 7. Strukturni domény FL. Podle Hannum et al, 1994 (357

Pozdé¢ji byly detegovany jeste dalsi sestfihové varianty FL. Jsou to klony E6 a E6A16
(368) Tsoforma EG vznikla vlozenim 79 bp do sekvence klonu 6C. Dava tak vzniknout zkracené
formé, ktera konci 8 aminokyselinovych zbytku za 4. cysteinem extracelularni domény. Jedna se o
cist¢ solubilni, biologicky aktivni variantu. Deleci 16 bp vznikla EO6A16 isoforma. Ztrata je
nasledkem pouziti jiného donorového mista pro sestiih v 5. exonu. Konecny produkt ma o 21
aminokyselinovych zbytka vic nez klon 6C, takZze se jedna téz o transmembranovy protein.
Vzhledem k tomu, Ze postrada jeden z cysteina extracelularni domény, ztraci spravné prostorové
uspofadani a E6A16 isoforma tvofi biologicky inaktivni protein. McClanahan et al, 1996,
popisujf jeité klon T169, ktery pravdépodobné odpovida Lymanové isoformé E6 (369 M4 83 bp
vlozenych do sekvence formy T110 (6C), v extracelularni doméné pak ma o 9 aminokyselinovych

zbytkl vic. Tato unikatnisestfthova varianta se vyskytuje pouze v solubiln{ forme¢.

Kostni dien  Slezina
N

Ny
B T 1T 1T M Jsc 27% 24%

NN

W1 j%:-]ﬁms 22% 24%
Mo

BT 1T TBes 10% 9%

NN
| (NI 5 41% 43%

Obr. & 8. Nékteré sestiihové varianty FL a jejich relativni vyskyt v kostni dieni a ve sleziné. Podle Lyman et al, 1995b
(368)

44



Lidsky FL gen je umistén na 19q13.3 chromosomu a rozklada se pfes 5,9 kbp. Mysi FL.
gen je na 7. chromosomu a je dlouhy 4 kbp (368,366)  Gen tvoii 8 exont, mezidruhove
konzervovanych sekvencéné 1 svou délkou. Délka intronu je odlisna. Lidsky lokus je delsi nez
mysi kvuli intronam I, IV a V| ve kterych se nachazi kratké repetitivni sekvence jako nasledky
duplikaci uvnitf intront (366) Lyman a McClanahan, analyzovali kédujici sekvence a zjistili, ze 1.
a cast 2. exonu kéduji signalni sekvenci, 2., 3., 4. a 5. exon kéduji helixové struktury extracelularni

domény, 6. exon je sestfizen, 7. exon kéduje transmembrinovou oblast a 8. exon

cytoplasmatickou ¢ast ligandu (366, 369)

. Exon 6 obsahuji pouze isoformy EG6 a EG6AIG.
Podobnou organizaci genu maji také M-CSF a SCF. V sekvenci nukleotidu se sice od FL vyrazné
odlisuji, avsak na urovni proteinu jsou si velmi podobné. V extracelulairni doméné se u vsech
vyskytuji ¢tyfi cysteinové zbytky, které tvoif dva disulfidické mustky (1.4 3., 2.+ 4. cystein) a

urcuji tak spravné prostorové usporadani biologicky aktivniho ligandu (365)

L2 3 4
g § 8
R ]
Mouse / \ /‘\
/ \/\
Signal
Peptide
1 2 3 & 5 78
—HH = fas
Human %
|
[ 235 AA
Signal ™
Peptide

Obr. & 9. Struktura genovyeh lokusi mysiho (mouse) a lidského (human) FL. Barevné jsoun odliseny oblasti signdlniho

peptidu a transmembrinové domény (IM). Podle Lyman et al, 1995a (366)

Biologicky aktivni forma plné délky (6C) se vyskytuje jako 65 nebo 34 kD velky protein.
Tyto dvé formy jsou vrovnovaze a pifedstavuji dimerni a monomerni molekuly. Ligand je
glykosylovan, cukry se na néj vazou O- i N-glykosidickymi vazbami a na vaze predstavuji az 12
kD. Jedna isoforma mutze byt biologicky aktivni pfi rtznych stupnich glykosylace. Velikost
monomeru se proto pohybuje také v zavislosti na isoformé od 24 do 34 kD (369)

Ptibuzné ligandy M-CSF i SCF se vyskytuji membranové vazané a solubilni, obé formy

. (370, 371, 372)

jsou biologicky aktivni . Flt3 ligand se vyskytuje pfevazné jako transmembranovy

protein. Pomér mezi transmembranovou a solubilni formou je dan frekvenci proteolytického
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stépeni nebo na urovni mRNA alternativnfho sestfihem. Exprese ruznych isoforem je také dana
expresi v rozdilnych tkanich (3%8), Neni jasné, jaky vyznam mé tvorba riznych isoforem, zda

maji v hematopoezi odlisné funkce (373,

Produkce mRNA fIt3 ligandu je Siroce rozsifena po celém organismu. Naopak vyskyt
receptoru, stejné jako blizce pifbuznych ligandd M-CSF a SCF, je omezen pouze na nékteré tkané
(369) Vyskyt mRNA FL oviem nekoreluje s produkci proteinu, ne ve vsech tkanich, kde byla

nalezena mRNA, byla detegovana i pfitomnost proteinu.

Za normalnich fyziologickych podminek je FL produkovan konstitutivné, ale zustava
uzavien uvnitf bunky. Zde kolokalizuje s giantinem a ERGIC-53, markery Golgitho aparatu a
endoplasmatického retikula. Neni v endosomech ani lysozomech. Na povrchu bunék kostni
dfen¢ ani v krvi nenf detekovatelna hladina FL. Pfi podani 1L.-2, IL.-4, IL-7 nebo IL-15 do média
kT bunkam dojde po tfech dnech inkubace ke zvysené expozici FL na plasmatické membrané,
zvys$i se 1 mnozstvi solubilniho ligandu v médiu. Interleukiny indukuji pouze pfesun FL na
povrch bunky. Jeho expozice na povrch bunky je blokovana pouze pusobenim brefeldinu A a

cyklosporinu A, coz ukazuje na posttranslacni regulaci exprese FL (373, 374)

Pii onemocnénich hematopoietického systému (napf. ozafeni ¢ chemoterapie
s nasledujici aplazif) dochazi k okamzité doprave ligandu na povrch bunck. V séru a brzliku
pacientt se tak zvedne hladina FL z méné nez 100 pg/ml na 200-700 pg/ml po 3 dnech lécby,
piti silné aplazii az na 2500 pg/ml a klesne teprve po normalizaci poc¢tu bunék v krvi. Ve sleziné,
ledvinach, lymfatickych uzlinach, mozku ani jinych organech se béhem transientni aplazie jeho
hladina neméni, coz ukazuje na hlavni misto regulace FL, kterym jsou lymfohematopoietické
organy. Pfi expozici na povrchu bunky muze FL stimulovat a zvySovat pocet hematopoietickych
progenitoru pfimo bunéénym kontaktem a podporovat tak obnoveni ptivodnich poméra v kostni

dieni a krvi (373,

Mysi deficientni v genu pro FL maji 10krat snizené mnozstvi lymfoidnich progenitora B a
T bunék, pocet myeloidnich progenitora a pocet kmenovych bunék je ve srovnani s normalni
mysi nezménén (375.376) 'V krvi, kostni dfeni, sleziné a lymfatickych uzlinach klesl celkovy pocet

nezralych bunék, mnozstvi dendritickych bun¢k a NK bylo nékdy az pod hladinou detekce (375)

Signalizace pfes FL je dulezitd pro expanzi a diferenciaci casnych lymfoidnich
progenitord, jak to doklada fada pokust 7z witro a in wive. FL zvysuje proliferaci bunck
CD34"CD38 v kostni dfeni a téz Thy”*Scal” kmenovych bunék ve vétsf mife nez 11.-3, I1.-6 ¢i
SCF a je schopen zajistit vyvoj hematopoietickych progenitort i vitro (365.377.378) '\ kombinaci

se zminovanymi cytokiny a také sIL-11, GM-CSF ¢i G-CSF se projevuje synergni ucinek a
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dochazi k rychlejsimu rastu a diferenciaci primitivnich bunck (377,378,379 "FI, sim o sobé
podporuje pouze formovani kolonii myeloidnich prekursord makrofagu, ve smési

s erytropoietinem a I1.-3, I1-6, ¢ IL-1P vsak dochédzi k totilni expanzi bunék kostni dfené,

kostimuluje rast granulocytt i erytroidnich kolonif (377,379, 380)

V kombinaci s I1.-15 a SCF podporuje lymfopoiezi CD56" NK bunék, i kdyz v tomto
piipad¢ uz ma FL pouze redundantni acinek. Pokud se k této kombinaci cytokina pfida 1 1L-7,

podpoii se také lymfopoieze B bunék (381),

FL je silnym mobilizitorem hematopoietickych progenitora v krvi (CD34 Lin“Scal®),
snizuje pocet zraljch T a B bunék, naopak zvy$uje pocet nezralych B bunék (B220"/IgM),
monocytu a granulocytt. Jeho systemické podavani ma za nasledek snizeni hematokrytu (pokles

poctu erytroidnich nematurovanych bunék v krvi), erytropoieze se pfesunuje do sleziny (382)

Podobné jako GM-CSF také FL stimuluje T lymfocyty k produkci IFN-y, GM-CSF a IL-5 (383)
Zabraiuje apoptéze CD4" a CD8™ T bunck (384

FL stimuluje expanzi pfedeviim lymfoidni linie dendritickych bunék (CD11b'CD8a") /n

vivo a podporuje tak vznik Tyl imunitni odpovédi (383, 385)

. Celkové se ale systemickym
podavanim FL zvysuje celkovy pocet intersticialnich myeloidnich i lymfoidnich progenitort
dendritickych bun¢k (388 1o 10 dnech se zvysi hladina dendritickjch bunék v krvi a2 20krat
(387) Takovéto buiiky postradaji kostimulaéni molekuly CD80, CD86 a CD40, neexprimuif ani
aktivacni markery CD83 a CMRF-44. Po stimulaci ex vivo dozravaji, exprimuji molekuly CCR7,
které po navratu do organismu zabezpeci homing do sekundarnich lymfatickych tkani. U
pacientt s pokrocilou rakovinou je mozné timto zpusobem ziskat dostate¢né mnozstvi
dendritickych bunék, které se stimuluji nadorovym antigenem zz vitro a tyto profesionalni antigen
(387)

presentujici bunky se vpravi do pacienta jako vakcina

Podavani FL. m4 vyznam v tom piipadé, e nador je sensitivni k NK buiikdm (388

Terapie FLL ma silny inhibi¢n{ efekt na metastazy. Indukuje infiltraci dendritickych bunék a
lymfocytt a snizuje pocet metastaz na pouhych 25%. Na eliminaci metastiz se podili NK buriky,
pii jejich inhibici se metastazy obnovuji (389

Pfi imunizaci mysi proti nadorovym bunéénym liniim se vyuziva FL podavany systemicky
nebo jako soucast vakciny. Chen et al, 1997, 1 Braun et al, 1999, zjistili, Ze pokud zvife imunizuji

nadorovymi bunkami transfekovanymi FL, zajist{ jim to trvalou imunitu proti rodi¢ovskym

nadorovym bunkam. Pfi systemickém podavani FL. dojde k vyvolani pouze kratkodobé imunity
(390, 391)
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Pii srovnani stimulace protinadorové imunitni odpovédi, stimulace NK a dendritickych
bunék je pfi imunizaci nadorovymi burkami transfekovanymi FL Gc¢innéjsi nez s IL-1[3, 11.-2 ¢i
GM-CSE (390390 " 'Hung et al, 2001, sestrojili fazni E7-FL gen, ktery po transfekci do
organismu vyvolaval silnéj§i odezvu CD8" T lymfocytd neZ samotny onkogen E7, a to
pravdépodobné diky posttranslacnimu transportu FL do endoplasmatického retikula a Golgiho

aparatu, ¢imz se zvysila presentace E7 peptida na povrchu transfekovanych bunék (392),

Pisarev et al, 2000, také pouzival FL kindukci antigenné specifické odpovédi. Po
systemickém podani FL se zvysila hladina IFN-y a IL-12, nasledné i pocet cytotoxickych T

lymfocyti a dendritickych bunék (38%)

Kromé stimulace protinadorové odpovédi se zkoumal 1 vliv FL na pfijeti
transplantovanych organt. Li et al (2001) zjistila, ze po podani systemického FL se zvySenim
nespecifické odpovédi mysi stimulaci NK bunék negativné ovlivni  pifijeti jaterntho $tépu a

vyvola se tak jeho akutni odhojeni (384)

2.7 FLT3 RECEPTOR

12 exond genu Flt3 koduje receptorovou tyrosinkinazu IIL tfidy. V lidském genomu
zahrnuje oblast asi 10 000 bp (para bazi), z toho exony pfedstavuji velmi kratké aseky o délce 83-
154 bp (393 Podobné vlastnosti (pocet a délka exont, sekvence) majf 1 dals$i zastupci této tiidy
tyrosinkindz, geny kit a fms. Predpoklada se, Ze podobna struktura gent je dusledkem cis a trans

duplikaci prapavodniho genu (394)

. Receptor byl klonovan dvéma nezavislymi pracovnimi
skupinami. Matthews et al (1991) izolovali receptor z fetalnich jater a nazvali ho flk2 (fetal liver
kinase 2). Rosnet et al (1991) receptor izolovali z placenty a pojmenovali ho flt3 (fms-like
tyrosinkinase 3). Kompromisem pak bylo oznaceni flk2/flt3, dnes je v$ak uzivin pfevazné

Rosnetiv nazev.

Pro celou receptorovou rodinu III. tfidy je charakteristickd spolecna struktura
extracelularni ¢asti — 5 imunoglobulinovych domén. Cely receptor pak tvoif molekula o velikosti
asi 160 kD(393:39) Sekvence aminokyselin f13 a flk2 jsou téméf shodné az na C koncovych 31
aminokyselinovych zbytka (393 “Tento rozdil je pozdéji vysvétlovan jako chyba pfi srovnavani

sekvenci a receptory jsou povazovany za produkt stejného genu.
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Flt3 mRNA je exprimovana pfevazné v populaci primitivnich hematopoietickych bunck,
kterou je mozné definovat pomoci povrchovych antigend jako linii CD34"Sca Lin'". Vétsf ¢ast
téchto bunék se nachazi v aktivni asti bunééného cyklu, méné pak v G, fazi (39%), Receptor se

vyskytuje také v brzliku, placenté a mozku (396, 397)

Navazanim ligandu dochazi
k autofosforylaci receptoru, ktery pak zprosttedkuje fosforylaci dalsich molekul (Gab1/2, Shp-2,
Stat50). Ptes molekuly Gab1 i Gab2 se spousti signalizace pfes MAP kinazovou kaskadu k ERK
kinaze. Tytéz molekuly jsou schopny signalizovat 1 v kaskadé PI-3 kinazy (398) Pisobi tak jako
adaptorové proteiny v signalizaci pfes flt3 receptor. Stimulaci flt3 receptoru dochazi i ke zvysené
expresi genu bcl-xL. pfes aktivaci proteinu Stat50 (399) v désledku aktivace receptoru tak
dochézi k proliferaci a diferenciaci progenitorti na vyvinutéjsi typy bunék (3% 399 FI, ovliviiuje
také hladinu proteinu Bax v bunkach, ¢imz je chrani pfed apoptézou vyvolanou kultivaci

v bezsérovém médiu (400 401)

FLT3 je vysoce exprimovan u mnoha akutnich leukémii a jeho délkové mutace jsou
nejcastéjsimi genetickymi abnormalitami u akutnich myeloidnich leukémii (AML) a obcas také u
jinych typt leukémii. Overexprese FLT3 u leukemickych bunék byva spojena sjeho stalou
aktivaci diky autokrinni signalizaci vlastnim sekretovanym FL (492) " Délkové mutace maji
tendenci se akumulovat béhem progrese onemocnéni a poskytuji krevnim bunkam silnou
prolifera¢ni vihodu, tudiz jejich vyskyt ukazuje na ¢asté&js relaps AML (493 U AML jsou znamy
tii typy mutaci FL'T3 — intern{ tandemové duplikace (FLT3-ITD) v juxtamembranové doméne,
bodové mutace v tyrosinkinazové doméné (FLT3-TKD) a jednobodové mutace
v juxtamembranové doméné (FLT3-JM-PM). Juxtamembrinova doména je klicovym
autoinhibi¢nim elementem kinazy, bodové mutace interferuji sjeji inhibi¢ni funkci, ¢imz

zpusobuji autonomni aktivaci kinazy a jeji pfeménu v onkogen (404, 405)

. Onkogenni mutace
v FLLT3 maji za nasledek na ligandu nezavislou, konstitutivni a deregulovanou aktivaci signalnich
drah vcetné silné transaktivacntho STATS proteinu, ktery indukuje expresi cilovych gent a
reprimuje myeloidni transkripéni faktory ¢/EBP-3 a Pu.l, ¢imz brani diferenciaci postizenych
bunck (406:407.408,409) "pooei Stat5 faktoru je regulovan také Pim-1. Jeho zvysena exprese
vede ke zvysené resistenci k cytotoxickym a apoptotickym ucinkim zpusobenym inhibitory
proteinkinizy FLT3 a tim k pfezivani leukemickych bunck (419 Dochazi také k aktivaci Akt
kinazy, PI-3K a k fosforylaci transkripcniho faktoru FoxO3a. Tato signalizace ma za nasledek
snizeni exprese FOXO cilovych gent, p27Kipl a Bim (z proapoptotické rodiny Bcl-2 gent) a

vede k pfezivani a proliferaci nadorovych bunék (411),
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2.8 GM-CSF

Faktor stimulujici kolonie granulocytt a makrofagu, neboli GM-CSF, je cytokin objeveny o
piiblizné 10 let difve nez FIL (#2413 Srovnani sekvenci lidského a mystho GM-CSF ukazalo
podobnost pouze 69% v nukleotidové a 54% v aminokyselinové sekvenci kédujici oblasti; lidsky
gen ma o 9 nukleotidd = 3 aminokyseliny v oblasti 23.nt vice. Podle kédujici sekvence je
syntetizovan protein o 118 aminokyselinach a predikované molekulové hmotnosti 14kDa, ovsem
skutecna hmotnost se pohybuje kolem 22kDa. Podobné jako FL je i GM-CSF glykosylovan na
nékolika mistech a soucasti molekuly jsou i disulfidické mistky (www.expasy.ch) (372),

Receptor pro GM-CSF je exprimovan na mnoha typech hematopoietickych buné¢k a jeho
stimulace ligandem je esencialni pro udrzeni rovnovazného stavu v krevnim systému, spolu s 1L-3
a IL-5 reguluje produkci a aktivaci hematopoietickych bunék (414,415) ' GM-CSF hraje klicovou
roli v reakcich na infekci organismu, stimuluje myelopoiesi - produkci granulocyti a makrofaga
z kostni dfen¢ a podporuje jejich prezivani a funkeéni aktivaci v mistech poranéni nebo zanétu
(416.417) " GM-CSF zvysuje primarni i vifro imunitni odpovéd’; zvysuje bunéénou odpoved
stimulaci zrani a rastu profesionalnich antigen presentujicich bunék (APC) (418) " Dendritické
bunky presentuji antigeny dal$im slozkam imunitniho systému, maji schopnost exprimovat MHC
molekuly I. 1 II. tfidy spolu s expresi kostimula¢nich molekul nutnych k aktivaci T lymfocyta

(419) " Dendritické bunky slouzi mimo jiné jako senzory pfi poranénich tkani, pfi infekcich ¢i

malignich transformacich, a jsou tak zodpovédné za pocatecni aktivaci imunitni odpoveédi (420)
Vlivem na dendritické burky a T-lymfocyty tak GM-CSF propojuje pfirozenou a adaptivni slozku
imunitnfho systému. Periferni mononukleary (PBMC), T-lymfocyty a antigen presentujici bunky
(APC) kultivované s GM-CSF vykazuji zvySenou produkei cytokint typickych pro T};1 imunitni
odpoved — IL-12, IFN-0 a TNF-Q, zatimco produkce T2 cytokint je snizena (IL-4 a IL-10). Ve
srovnani se stimulaci pomoci G-CSF jsou APC po pusobeni GM-CSF schopné vyvolat vyssi
proliferaci T-lymfocyta (*?Y). Rekombinantni GM-CSF vyznamné pfispiva v podpiirné 1éche
pacienti s nadory, pozitivn¢ pusobi na obnoveni rovnovahy myeloidni populace bunék po
podani cytotoxické chemoterapie. Jeho podavani se osvédcéilo také pfi transplantacich

hematopoietickych progenitorovych bun¢k (422, 423)

Schopnost generovat dendritické bunky typu 1, které fidi vyvoj T bunck k T;;1 fenotypu,
pfedstavuje pfitazlivy prostiedek k dosazeni protinadorovych ucinka v samostatném pouziti
v imunoterapii i v kombinaci s dal§imi cytokiny, napf. FL, TNF-at a IL-4 (424425  GM-CSF byl
mnohokrat pouzit k vyvolani protinadorové odpovedi a piispél ke zmenseni nadorové tkané; za

(426, 427)

tuto aktivitu jsou zodpovédné pfedevsim dendritické bunky . Limitace ve schopnosti
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GM-CSF jakozto adjuvans vyvolat imunitni odpovédi a jen stfedné silna aktivita jsou bohuzel
pozorovany v pfipadech klinickych zkousek a nekoreluji s laboratornimi vysledky. Jako vzdy je
proto nutné piijit na to, jak vyvolat tvorbu kostimulac¢nich signala k prolomeni{ imunitni
tolerance, spravné davkovani a nacasovani podani cytokint a skloubeni s vyvojem nemoci a jeji
lécby chemoterapeutiky.

Pii srovnani aplikace GM-CSF injekc¢né a prostfednictvim rekombinantniho viru vakcinie
se zjistilo, ze vakcinii produkovany cytokin stimuluje APC (makrofagy, dendritické bunky) ve
vétsi mife nez systemicky podavany protein. Rekombinantni poxvirus muze dopravit cytokin
piimo do imuniza¢niho mista a zvysit tak protinadorovou imunitu proti danému nadorovému

(428) P infekci nadorovych bunék virem nesoucim rekombinantni GM-CSF dochézi

antigenu
k omezeni rastu primarniho nadoru a indukuje se nadorové specificka bunééna odpovéd’, ktera
chrani mys i pfi opakovaném podani nadorovych bunck (429) 'Dochézf k naristu poctu bunck
exprimujicich molekuly MHC gp II a k jejich migraci do lymfatickych uzlin, zvysuje se priming T
bunc¢k a allospecificka lyze zajisténa cytotoxickymi T lymfocyty. Systemické podani proteinu GM-
CSF ve srovnani s virem zpusobilo pouze docasné zvyseni poctu APC v uzlinach beze zmény

v expresi MHC gp 11 (430),

2.9 RECEPTOR TYPU 2 PRO TGF-f3 (T3RII)

(93

Existujf tfi typy receptora  pro TGF-B. Typ I (TBRI) a typ II (TERII) jsou
transmembranové serin/threonin kinazy, po vazbé TGF-$ se spoji do multimernich komplexua,
nejcastéji heterotetramert. TBRI ma na rozdil od T@RII v transmembranové doméné oblast
bohatou na glycin a serin (GS doména). Mezi receptory 3. typu patii betaglykan a endoglin, které
maji pouze regulacni vlastnosti bez kinazové aktivity. Betaglykan pomaha receptorim TBRI a
TBRII rozpoznavat TGF-. Endoglin se nachazi pfevazné na proliferujicich endotelidlnich
bunkach cévnich stén, ovliviiuje na signalizaci pres TGF-$ receptory a zvysuje angiogenezi, ¢imz
piispiva k invazivité. Isoformy TGF-81 a TGF-3 se vazou s vysokou afinitou ke vSem tfem
typum receptort, zatimco TGF-32 se takto vaze pouze k TBRIII nadora (431, 432)

Signalizace po navazani ligandu na TBRII vede pfes Smad proteiny. Fosforylovany receptor

aktivuje ALK5 kinazu a ta dale fosforyluje Smad 2 a Smad 3, které vytvoiif komplexy s dalsimi

Smad proteiny a takto vstupuji do jadra, kde ovliviiuji transkripci cilovych gent. K tém patfi geny
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kédujici proteiny p15 a p21 regulujici prachod bunéénym cyklem (433,439 Dalsi mozna signalni

driha vede pies kinizy ERK, JNK, MAPK p38, PI3K a GTP4zu Rho (3%

2.10 TGF-B AJEHO ROLE V KARCINOGENEZI

Transformujici rastovy faktor B (TGF-B) byl poprvé identifikovan v kultufe
transformovanych mysich fibroblasti a byl pojmenovan podle schopnosti podporovat na rist
bunécnych linii nezavisle na jejich ukotveni k podkladu (438) Do skupiny proteintt TGF patfi asi
30 strukturné podobnych clend, které tvofi rastové diferenciacni faktory, isoformy TGF-3,
morfogenetické faktory pro rast a vyvoj kosti, aktiviny a inhibiny ¢i neurotrofni faktory.

TGF-B je produkovan mnoha typy bunck a receptory pro néj jsou zhusta na lymfoidni i
myeloidni linii krevnich bunck (437) " Zastava mnoho rozlicnych funkci. Inhibuje rast bunék a
vyvolava apoptozu, na druhou stranu reguluje i proliferaci a migraci bunck, ovliviiuje reakce
imunitniho systému a stimuluje produkeci extracelularni matrix. Jsou znamy 3 lidské izomery
TGF-g (TGF-81, TGF-32, TGF-B3), které jsou homologni ze 75% v aminokyselinové sekvenci.
Monomerni formu TGF-8 tvoii 4 antiparalelni 3-fetézce a 3 intramolekularni disulfidické mustky
tvoffci cystinovy uzel. Monomery jsou spojeny pies N-terminalni cystein do funkcniho
homodimeru ¢i heterodimeru. TGF-8 je kédovan ve formé prekurzoru, ktery obsahuje N-
koncovy signalni peptid (20-30 aa) dulezity pro sekreci proteinu z bunck, centralni oblast — tzv.
latentné¢ asociovany protein (LAP) - a C-terminaln{ oblast (112-114 aa). Béhem sekrece TGF-§ je
LAP sice odstépen, ale ztstava k nému nekovalentné navazan. Komplex LAP-TGF-$ se mimo
bunku vaze k latentnimu TGF-B-vazebnému proteinu (LTBP) a spolecné nasedaji na
extracelulirni matrix (438 439 " Aktivatory TGF-8 mohou byt proteazy, integrin avl3s , reaktivni
kyslikové slouceniny (ROS) a nizké pH (440)

TGF-B hraje dvoji roli pfi vyvoji nadorové tkané. V casnych fazich slouzi jako nadorovy
supresor, ovSsem casem piestanou byt bunky k jeho inhibicnim dc¢inkam citlivé a naopak diky
deregulaci signalni drahy, pfipadné zvySenim produkce samotného TGF-$ nadorovymi bunkami
dochazi k pfesmyku ucinka na podpurnou roli. Takovy TGF-8 pak stimuluje angiogenezi a
tvorbu extracelularni matrix a zaroven potlacuje imunitni reakci organismu vici nadorové tkani
(441)

Takové prostiedi nadoram poskytuje vhodné podminky pro rychly rast. Zménou fenotypu
bunék dochazi k tzv. epitelialné-mezenchymalni transformaci a bunky maji zvySenou tendenci

(442)

k migraci a tvorbé metastaz . Karcinogeneze je také podpofena zménami v signalizaci pfes
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TGF-B receptor, kdy se tumor-supresorova draha vedouci pfes Smad proteiny presmykne na

Smad-nezavislou drahu (*4®) | Dulezitou roli v sekreci TGF-f hraji MDSC bunky — supresorové
bunky odvozené z myeloidni linie. Jejich fenotyp je charakterizovan povrchovymi molekulami
Gr-1"CD11b" a jejich pfitomnost v nddorovém mikroprostiedi urychluje expanzi nidorové tkiné
(444, 445) )

Dal§i moznosti, jak docilit ristu nadord, je ovlivnéni imunitni odpovédi. TGF-f3
produkovany nadorovymi ¢i podpurnymi bunkami nadorového prostfedi potlacuje boj proti
nadoru. T lymfocytim je znemoznéno diferencovat v cytotoxické bunky zabijejici nador;

dokladem toho je TGF-f sekretujici fibrosatkom, ktery je odolny viaci CTL odpovédi (446)

TGF-P potlacuje produkeci granzyml a perforinu, molekul sekretovanych CTL za ucelem
poruseni membranového potencidlu cilové bunky a stépeni vnitfnich molekul, také snizuje
expresi Fas ligandu a IFN-yddlezZitych pro vyvolani bunécéné smrti a snizuje 1 expresi IL-2
jakozto zakladniho cytokinu potfebného pro vyvoj T lymfocyta (447) Naopak zvySuje podil
regulacnich T lymfocyti (T,,), které pisobi inhibicné na protindidorovou odpoveéd ostatnich
bun¢k imunitniho systému (CTL, NK), zpomaluje maturaci dendritickych bunck dalezitych pro

(448, 449)

zahdjeni protinadorové odpovédi . Dendritické bunky pak neexprimuji MHC gp II a

CD8" T lymfocyty za¢nou produkovat velki mnozstvi I1.-17, ktery podporuje odolnost

(450, 451)

nadorovych bunék vuci apoptéze a napomaha tumorigenezi . B lymfocyty jsou

zastaveny na zacatku bunééného cyklu a nedochazi pak k produkei sekretovanych
imunoglobulina (452, 453)

Inhibi¢ni signalni draha mtze byt ve sporadickych piipadech v nékterém kroku mutovana,
casto se jedna o specifické mikrosatelitni sekvence kodujici ¢ast extracelularni domény TRRII
(434 Takovy receptor je nefunkéni; nachazime ho napf u nadord stfev, plic, prsu, krku a hlavy

(485.456) ' Dochazi také k mutacim naslednych signalnich molekul Smad; napf. ztrata funkce

Smad4, ktery za normalnich okolnosti reguluje signalizaci TGF-f3 dréhy, vede k aktivaci procesi
vedoucich k podpofe nadorového rustu (457.458) 7 mény v expresi byly pozorovany u raznych

typti nddort v pifpadé proteind Smad3, Smad2 i Smad 7 (459 460 461, 462)
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2.11 Fc-IgG1 FUZNI PROTEINY

2.11.1 Fc FRAGMENT IgG1

Fc fragment imunoglobulinu typu G (IgG) je odvozen z domén CH2 a CH3 tézkého
fetézce IgG, odkud jej lze odstépit pomoci proteazy papainu. Lidské IgG se déli na podtiidy
IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, mysi IgG se déli na podtiidy 1gG1, IgG2a, IgG2b, IgG3. Jednotlivé
podtiidy se lisi poctem cystinovych mustki v pantové oblasti a drobnymi odchylkami ve
struktufe jednotlivych domén.

Fc fragment vyvolava na protilatkach zavislou bunécnou cytotoxicitu (ADCC) a na
komplementu zavislou cytotoxicitu (CDC). Pii ADCC se Fc fragment vaze na receptor (FcyR),
ktery se nachazi na povrchu NK bunc¢k, B lymfocyti, makrofagh, monocytd,neutrofila a
granulocytt, coz vede k fagocytoze ¢i lyzi cilové bunky. Signalizace pfes FcyR muze vést také k
apoptoze cilovych bunck. Podtiidy IgG se lisi schopnosti aktivovat ADCC a CDC. Lidsky IgG1
zprostfedkovava silnou ADCC i CDC, proto je vhodny pro terapeutické pouziti proti patogenim
a nadorovym bunkim (http://www.invivogen.com). Mysi Fc fragment IgG1 zprostfedkovava
pouze mirnou CDC a neaktivuje ADCC. Fc fragment mtze byt upravovan za ucelem snizeni ¢i
zvySeni ADCC a CDC, vazba IgG na FcyR ¢ na komplementovy C1 protein zavisi na
aminokyselinovych zbytcich v pantové oblasti a v CH2 doméné. Také glykosylace v

konzervovanych asparaginovych zbytcich CH2 domény je nezbytna pro vazbu na FcyR (463)

2.11.2 Fc FUZNI PROTEINY

Tyto chimerické proteiny se skladaji z efektorové oblasti proteinu (napf. rozpustné
receptory) fuzované k Fc fragmentu IgG .Jednou z vyhod Fc faznich proteind je jejich snadna
purifikace afinitni chromatografii pomoci proteinu A ¢i proteinu G (464) 'Mezi dalsi vihody patfi
zvyseni zivotnosti v cirkula¢nim systému diky vazbék FcRn (neonatalni Fc-receptor), ktery je
exprimovan na povrchu epitelialnich bunék a chrani Fc fragment pfed lyzozomalni degradaci.
FcRn je pfibuzny s MHC gp 1. tiidy a ucastni se prenosu IgG z matky na dit¢ a reguluje celkové
mnozstvi IgG v séru. K vazbé IgG na FcRn dochazi v kyselém prostfedi endozému a IgG-FcRn
je poté recyklovan z lyzozému zpétdo cirkulace. Takto recyklovany IgG ma zvysenou zivotnost v
porovnani s ostatnimi proteiny v séru (465) Upravy Fc fragmenti pro lepsi vazbu k FcRn zvysuji
zivotnost IgG, coz ma fadu vyhod (snizeni davek a nizsi cenaproduktt) pro fuzni proteiny i
terapeutické protilatky. Napifklad mutace v IgG1l umoznujici lepsi vazbu k FcRn pifi pH 6

vykazuje 4x delsi zivotnost v cirkulacnim systém (466, 467)

54



Fc fragment také zvysuje sekreci fuznich proteinti z bunék a zajist'uje utvofeni jejich
homodimeru, ktery by za normalnich okolnosti nevzniknul. Jednofetézcové rekombinantni
protilatky (Fv fragment) proti specifickému antigenu fizované k Fc fragmetu se chovaji jako
prirozené, dimerizuji a zvysuji tim svoji aviditu. Timto zptusobem lze pfekrocit i hranice druht,
kdy jeden Fv fragment muzeme spojit s Fc fragmenty pochazejicimi z riznych organismua a
vytvoii se tak protilatky zaméfené proti jednomu spolecnému antigenu pouzitelné v mnoha
organismech (468) " Také dimerizace sTBRII-Fc za nasledek lepsi vazbu ligandu. Protein je
translatovan jako monomer a tvoif disulfidické mustky diky cysteinovym zbytkim na Fc
fragmentu, ¢imz vznika aktivni homodimer receptoru, ktery je sekretovan z bunck.

V dnesni dobé je trhu asi 5 druha farmaceutickych pfipravka vyuzivajicich vyhod Fc
faznich proteina. Latky vzniklé fuzi rozpustného cytokinového receptoru s Fc fragmentem maji
fadu preklinickych a klinickych uspécht. Napt. rozpustné TNFR-Fc jsou vyuzivany pii 1écbé fady

. (469)

zanétlivych onemocnéni . Vyuziti sSTBRII-Fc se zkouma za tucelem blokovani nadorového

TGF-B pfti lécbé fady nemoci a terapii nadort, dochazi k potlaceni vzniku metastaz.

2.12 PAPILOMAVIROVA INFEKCE SPOJENA
S KANCEROGENEZI

Papilomaviry patii mezi malé neobalené DNA viry. Ikozahedrickd kapsida o praméru
55nm je tvofena 72 kapsomerami proteint L1 a I.2 a uzavira v sobé cirkularni dsDNA. Genom je
velky piiblizn¢ 8000pb (470 471)

Papilomaviry jsou striktné vazany na svého hostitele, nebyl zaznamenan mezidruhovy
prenos. Infikuji epitelidlni bunky ktze nebo sliznic a zptsobuji u nich tvorbu rozmanitych
vyrustka. U clovéka bylo identifikovano jiz pfes 100 raznych papilomavira (HPV), které lze podle
svého ucinku na rast napadené tkan¢ délit na nizkorizikové typy, které zpusobuji benigni
onemocnéni (napf. HPV typu 6,11,42-44, 54,61,70,72,81...), a na typy vysokorizikové, u nichz
muze béhem infekce dojit k malignimu zvratu a imortalizaci napadenych bunék (HPV typu
16,18,31,33,35,39,45,51,56...) (472 |

Lidské papilomaviry s onkogennim potencidlem vytvafi predev§im mukoézni epitelialni
nadory. Z nich nejznaméjsi a nejrozsifenéjsi je nador délozniho c¢ipku. Dale jsou to nadory

anogenitaln{ oblasti (anus, vulva, penis) a nadory hlavy a krku (473, 474)

. Virova persistence
v bunkach je zakladem tvorby karcinomu cervixu. Persistence predstavuje udrzovani virové DNA

po dobu 6 a vice mésict. Epidemiologické studie ukazuji, ze ve vétsiné pifpada dochazi k tvorbé
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invazivnfho nadoru az po nékolika desetiletich, kdy odeznéla hlavni infekce. Nékteré Zeny mohou
byt infikované roky, aniz by se u nich vyvinula dysplazie, u jinych se rozvine v prub¢hu nékolika
mésica (47% 470 Kofaktorem tvorby nadoru jsou genetické faktory, koufeni, hormonalni
antikoncepce ¢i n¢které bakterialni infekce (477.478) HPV16 je nejcastéji se vyskytujicim typem u
asi 50% CIN a karcinomu cervixu nasledovany typy HPV18, 31 a 45 (479) 'V Ceské Republice se
za poslednich 10 let zvysila incidence karcinomu cervixu o 30%, ro¢n¢ se objevi asi 1000 novych
piipadi cervikalniho karcinomu a piiblizné 400 Zen na n&j umfe (www.svod.cz a (#89)),

Aby doslo k akutni HPV infekci cervixu, musi virus infikovat bazaln{ epitelialni bunky,
pravdépodobné pfes mikrozranéni. V burce se virus dostane do jadra, kde za pfispéni bunééného
aparatu replikuje svoji DNA. Ta zustava v jadfe infikovanych bunék v episomalni formé a pii
jejich mitéze se dostava do dcefinnych bunék, v podstaté se jedna pouze o udrzovani pfitomnosti

virového genomu v bunice. Exprese virovych proteint je také na nizké urovni (481)

. Spolu
s maturaci bunék dochazi ke zvysené expresi ¢asnych genu, ke zvySovani syntézy virové DNA a
v terminalné diferencovanych epitelidlnich bunkach k expresi pozdnich obalovych L1 a 1.2

proteind a tvorbé novych viriond, viz obr. ¢. 10 (482, 483)

. Kuvolnéni virionta dochazi pii
rozpadu nejvrchnéjsi vrstvy epitelu. Cely proces probiha bez lyze bunék, tudiz nevyvolava zadné

zanétlivé procesy.
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Obr. & 10. Exprese virovych proteinii HPV pis infekei mukdznich thani. Prevzato 3 Doorbar, 2006 *®% .
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Pri chronické infekci epitelu dochazi ve vétsine piipada k integraci virového genomu do
bunééné DNA nehomologni rekombinaci, vétsinou v oblasti gentt E1 ¢i E2. Ty za normalnich
podminek slouzi k represi exprese onkogentt E6 a E7. Preruseni E1/E2 vede k vysoké produkci
onkoproteint a jimi zapficinéné deregulaci bunééného cyklu, k cytopatologickym a histologickym
zménam a vzniku benigni CIN1 faze (mirna dysplazie) (484 Ta mize pfejit do tézsich dysplazii

/CIN2,CIN3/ a neoplazie, viz obr. & 11.
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Obr. & 11. Schéma rozvoje cytologicko-histologickych mén pii chronické infekci HPV v mukdzni thani. Prevzato
% Wheeler, 2007 (489

V genomu papilomavira je umist¢tho nckolik c¢asnych gent, jejichz produkty mohou
zpusobit transformaci bunék. Jednim z nich je protein E5, ktery hraje roli spise u bovinnich virt
nez u lidskych. Interakei s receptory pro EGF, CSF nebo PDGF zpusobuje na ligandu nezavislou

signalizaci dovnitf bunky (486, 487)

. Také vaze vakuolarni ATPazu a zabranuje acidifikaci
endosomu, ¢imz muze zvysit signalizaci pfes EGFR a zarovén tak zasahuje do procesu
presentace antigena na MHC gp Ia Il (488, 489,490, 491) N[ze stimulovat jaderné transkripéni
faktory Jun a Fos, které patif mezi protoonkogeny, a tim deregulovat transkripci jinych gena
(492) )

Dulezitym onkogenem je oblast kédujici E6 antigen. U nizkorizikovych HPV typt nema
témeéf zadny transformacni potencial, ten se projevuje pouze u vysokorizikovych typu.
Onkoprotein E6 zpusobuje zvysenou ubiquitinylaci proteinu p53, ktery normalné fidi bezchybny
prachod bunéénym cyklem (493,494) "Na p53 ma vliv 1 nepfimy, vaze totiz protein p300, ktery

pak neacetyluje p53 a tim snizuje jeho DNA-vazebnou schopnost (495)
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Dalsim dualezitym onkoproteinem je E7. Ten je fosforylovany a lokalizovany v jadfe (496)

Exprese genu E7 zpusobuje oslabeni kontroly bunééného cyklu také na trovni proteinu pRb,
ktery vyvazuje a nasméruje ho do proteazomu. Spolu se snizenim p53 cinnosti E6 proteinu tak
spolu zajist’uji genotoxické ptisobeni na infikovanou bunku (chromozomalni zlomy, translokace,
aneuploidie atd.) a jeji imortalizaci a nasledny nadorovy zvrat aktivaci protoonkogenu
(497,498, 499, 500) Proteiny E6 a E7 jsou také nezbytné pro udrzovani episomalni formy HPV
v epitelidlnich burikach stimulaci bunék pro priichod S-fizi bunééného cyklu (301,

Cervikalni karcinom je spojen pfedevsim s infekci HPV16 a HPV18, jedna se o sexudlné
pfenosnou nemoc. Dnes je jiz na trhu vakcina, kterou lze imunizovat déti v puberté¢ pred
zacatkem sexudlnfho Zivota a ochranit je tak pfed ndkazou ziskanou v prabéhu dalsich let.
K dispozici je kvadrivalentni vakcina Silgard vyrabéna firmou Merck, ktera vyvolava ochranu
proti vysokotizikovym HPV16/18 a proti nizkorizikovym HPVG6/11. Pripravuje se ve
kvasinkovém expresnim systému, podava se ve formé pseudopartikuli kapsidového L1 proteinu
ve tfech davkach spolu s hlinfkovym adjuvans (aluminium hydroxyfosfat sulfat) a poskytuje
vysokou ochranu proti danym HPV typum, c¢astecné kros-reaguje i s dalsimi typy papilomavira
neobsazenymi ve vakcing — HPV31 a 45 (592:303) Dy dostupnou vakcinou je Cervarix od
firmy GSK, také na virus-like particles zalozena vakcina, ale je pouze bivalentni, zaméfena jen
proti vysokotizikovym typim 16/18. Tato vakcina se vyrabi v bakulovirovém systému a podava
se s adjuvans ASO4. Ob¢ vakciny jsou profylaktické a jsou urceny pfevazné pro mlada dévcata. 1
pres uspéch L1-VLP vakcin stale existuji pracovni skupiny zabyvajici se studiem minoritntho 1.2
proteinu a jeho vlivu na imunogennost vakciny (°%%99%) | 7adn4 2 vakcin neni schopna ovlivnit
jiz probihajici infekei urcitym typem papilomaviru. Profylaktické vakeiny jsou méné acinné u zen
(muzu) starsich 25 let, u nichz vzhledem k jejich véku indukuji niZsi tvorbu protilatek.

Diky tomu zuastava velky prostor pro tvorbu terapeutickych vakein pro jiz infikované osoby
s rozvijejicimi se dysplaziemi napadenych tkani. Vzhledem k povaze a chovani papilomavirt
v epitelech délozniho ¢&ipku jsou terapeutické vakciny zaméfeny na vyvolani CD8" T bunééné
cytotoxické imunitni odpovédi (399, Nejcastéji jsou pouzivany proteiny E6 a E7 jakozto cilové
antigeny, protoze se jedna o antigeny asociované s nadory, které jsou exprimovany v bunkach
karcinomu pozitivnich na papilomavirovou DNA a jsou nezbytné pro bunéénou transformaci a
udrzovani transformovaného fenotypu. Proto je také nepravdépodobné, Ze by mechanismus
uniku imunité nadorovych bunék probihal pfes ztritu exprese téchto antigent. Testovany jsou
vakciny zalozené na rozdilnych piistupech — ockovani se provadi s DNA nebo bunéénymi
vakcinami, s peptidovymi/proteinovymi vakcinami nebo s virovymi vektory. DNA vakciny

(93

kodujici E7 epitopy ¢i jejich derivaty spojené s HSP70 nebo CRT jsou dobfe snasené, vyvolavaji
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specifickou CD8" odpovéd a byly vyzkouseny u pacientek s tézkou displazii a neoplazii
(507,508, 509) "Byneenymi vakcinami se rozumi podani DC stimulovanych zz vitro E7 antigenem,
nebo podani upravenych nadorovych bunék exprimujicich stimulac¢ni cytokiny jako napt. GM-
CSF; nadorové bunky byly prozatim vyzkouseny pouze na mysim modelu (510.511) Peptidové a
proteinové vakciny EG/E7 jsou bezpeéné, po podani pacientkdm jsou pohlceny a zpracovany
dendritickymi bunkami a vystaveny na jejich MHC molekulach. V kombinaci s riznymi druhy

(512.313) Proteinové vakeiny byly pouzity také jako

adjuvans vyvolavaji T bunéc¢nou odpoved
fazni molekuly vkombinaci E7 s papilomavirovym L2 nebo bakterialnim HSPG65
(514,515,516, 517) vy preklinickych a klinickych studiich byly zkouseny i virové vakciny. Nejsou
sice tak bezpecné jako DNA ¢i peptidové vakciny, ale indukuji silnéjsi T bunéc¢nou odpovéd’ a
maji velky terapeuticky potencial. Adenoviry, vakcinie ¢i alfaviry byly modifikovany pro expresi
E7 antigenu nebo jeho derivatu, pfipadné¢ byla zvysSena terapeuticka ac¢innost soubéznou expresi
cytokinu podporujictho protinidorovou odpovéd’, napi IL-2 nebo IL-12 (518,519, 520) Jako u
kazdého solidniho nadoru dochazi i u karcinomu cervixu ke zménam v mikroprostfedi. Vakciny
proto musi byt vylepsovany tak, aby se potlacily nezadouci ucinky vyvolané pfitomnosti

regulacnich T bunck, které produkuji cytokiny inhibujici protinadorovou imunitni odpoveéd
(521)

2.13 E7 PROTEIN JAKO NADOROVY ANTIGEN

Onkoprotein E7 z lidského papilomaviru je maly protein tvofeny asi 100 aminokyselinami.
Je fosforylovan kasein kinazou II (CKII) a ve své molekule obsahuje zinkovy prst (522) Je
lokalizovan v jadfe, coz znesnadnuje presentaci jeho peptidovych fragmentd na povrchu bunék
(523,524)

Vystaven{ proteind na MHC glykoproteinech prochazi cestou membranovych vacku.
Cytoplasmatické a jaderné proteiny jsou degradovany na peptidy v cytoplasmé, jsou
transportovany do endoplasmatického retikula a vazou se na MHC gp I, s nimiz se posléze
vystavujii na povrchu buriky a jsou vtomto stavu ,citelné“ pro CD8" T lymfocyty. Pokud
proteiny projdou endosomalnim a lysosomalnim kompartmentem, je u antigen presentujicich
bunék mozna jejich vazba na MHC gp II nejen v pfipadé pohlcenych cizich castic, ale i u
vlastnich proteint. Takové proteiny jsou internalizovany z plasmatické membrany, v kyselém

prostredi lysozomu degradovany proteazami a peptidy vytvoil komplex s MHC gp II, ackoliv za
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normalnich podminek by se preferenéné vazaly na MHC gp 1. Takovy proces umozni presentaci
antigend také CD4" T lymfocytim. (525,526, 527, 528, 529)

Endosomy a lysozomy jsou charakterizovany pfitomnosti nékolika specifickych
membranovych proteint. Jednim z nich je LAMP-1, s lysozomy asociovany membranovy protein

(530), Cytoplasmatickd C-koncova doména LAMP-1 obsahuje sekvenci Tyr-Gln-Thr-Ile,

typu 1
ktera je strukturné podobna sekvenci Tyr-Xaa-Xaa slouzici k internalizaci bunéé¢nych membran a
pravdépodobné sméfuje mnohé bunééné receptory do lysozomu (531.832) Sméfovani LAMP-1
do lysozomau je tedy dano jeho C-koncovou doménou (533),

Vytvofenim  faznich konstruktd obsahujicich modelovy antigen navazany na
transmembranovou/cytoplasmatickou ¢ast LAMP-1 by mélo byt dosazeno relokalizace antigenu
do endosomalnich a lysozomalnich kompartmenti. Protein E7 je sice typickym pifkladem
nadorového antigenu, ale sim o sob¢ je jen slabé imunogenni. Fuzi s ¢asti LAMP-1 je dosazeno
zvysené imunogennosti a zlepSeni vakcina¢ntho potencidlu daného vektoru diky zvysené

presentaci na MHC gp L i I1. tidy (334 53%)
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Abstract

virus In dependence on the level of expression.

nonglycosylated FL.

virus in vivo,

Background: Yaccinia virus, one of the best known members of paxvirus family, has a wide host range both in vivoand
in vitro. The expression of FIt3 ligand (FL) by recombinant vaccinia virus ((VACY) highly influenced properties of the

Results: High production of FL driven by the strong synthetic promoter decreased the growth of rVACY in
macrophage cell line J774.G8 in vitro as well as its multiplication in vivo when inoculated in mice. The inhibition of
replication in vivo was mirrored in low levels of antibodies against vaccinia virus (anti-VACV) which nearly approached
to the negative serum level in non-infected mice. Strong FL expression changed not only the host range of the
recombinant but also the basic protein contents of virions. The major proteins - H3L and D8L - which are responsible
for the virus binding to the cells, and 28 K protein that serves as a virulence factor, were changed in the membrane
portion of P13-E/L-FL viral particles. The core virion fraction contained multiple larger, uncleaved proteins and a higher
amaunt of cellular proteins compared to the control virus. The overexpression of FL also resulted in its incorporation
into the viral core of P13-E/L-FL IMV particles. In contrary Lo the equimelar ratio of glycosylated and nonglycosylated FL
forms found in cells transfected with the expression plasmid, the recombinant virus incorporated mainly the smaller,

Conclusions: It has been shown that the cverexpression of the Flt3L gene in VACY results in the attenuation of the

Background

Vaccinia virus (VACV) is the best-studied member of the
Orthopoxvirus genus of the poxvirus family. It has a wide
host range and is able to infect cells of many ditferent ori-
gins, VACV has played important roles in medicine and
biomedical research. As VACV highly stimulates both the
innate and adaptive arms of the immune system, it was
used as the vaccine for cradication of smallpox and
recently, the virus has been used as a live recombinant
vaccine for the induction of protective immune response
against many pathogens in experimental animals. VACV
genome consists of a of 190 kbp dsDNA encoding over
200 proteins. The non-essential genes are used for the
insertion of our gene of interest [1]. The resultant recom-
binant virus (rVACV) usually expresses foreign genes
without remarkable impact on viral infectivity, Recombi-

# Corraspondence: zurkova@uhkrcz
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nant proteins are correctly posttranslationally modified,
properly localized or secreted from infected cells.

Flt3 ligand (FL) is a hematopoietic growth factor that
plays an important role in the life cycle of several blood
cells. It is produced by bone marrow stromal cells, T cells
and endothelial cells and by a number of organs including
spleen, ovary, testis, intestine and kidney. FL alone
induces differentiation of macrophages in CD34+ cell
culture and stimulates increase in dendritic cell numbers
[2-8]. When FL is administered to mice, hematopoietic
stem cells and progenitors in the bone marrow and spleen
are expanded and mobilized into the peripheral blood. FL
increases beta-1-integrins or P-selectin expression and
downregulates VCAM-1 on peripheral blood and folicu-
lar cells [9-13]. Moreover, the ligand acts in synergy with
other cytokines, including stem cell factor (SCF), granu-
locyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF)
and interleukins 3, 6, 7, 11 and 15. Stimulation by FL
leads to proliferation, differentiation, maintenance and
long-term reconstitution of primitive hematopoietic cells

© 2010 Zurkova et al; licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative Commons
Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/2.0), which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in
any medium, provided the original work is properly cited.
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(both lymphoid and myeloid progenitors) [5,14-16]. FL
dramatically enhances the production of antibodies to
soluble antigens im vive [17]. Systemic inoculation
enhances the production of I[FN-y, IL-12, GM-CSF and
IL-5 which results in increase of cytotoxic T lympho-
cytes, natural killer cells and dendritic cells in blood [18-
20].

Human FL shares high homology with mouse FL in
themino acid sequence, mainly in the extracellular part of
the molecule, and is able to activate mouse Flt3 receptor
[21]. The human FIt3L gene encodes a 235-amino acid
type 1 transmembrane protein consisting of four
domains: 1) an N-terminal 26-residue signal peptide, 2) a
156-residue extracellular domain, 3) a 23-amino acids
transmembrane domain, and 4) a 30-residue cytoplasmic
domain [4,15,22]. FL is expressed in membrane-bound
and soluble forms. The cytokine is biologically active
both in the transmembrane form and in the soluble form
that is thought to be released into the circulation from
the cell membrane by protease cleavage or is produced
directly as the alternatively spliced soluble isoform
[15,22-24]. The extracellular domain alone has been
shown to be sufficient for bioactivity [23]. FL exists in
both monomeric and homodimeric forms. Soluble FL can
be a noncovalently linked oligomer and contains six
cysteine residues in each molecule that apparently form
intramolecular disulfides. The integrity of the FL dimer
seems to be essential for bioactivity; moreover, the fusion
of two soluble FL molecules can increase the activity of
the ligand [25,26]. FL belongs to the family of short chain
helical cytokines where the three-dimensional structures
of five members, i.e. interleukin-4 (IL-4), 11.-2, 1L.-5, GM-
CSF and MCSE, have been solved [27]. The FL monomer
has the most similar protein structure to IL-4 although
the effects on blood cells are of different type [25,28].

The FL receptor, Flt3 (Fms-Like Tyrosine kinase 3),
belongs to members of the class 1II receptor tyrosine
kinase family of transmembrane glycoproteins and is
structurally related to the c-kit (KIT), c-fms (FMS), and
platelet-derived growth factor (PDGF) receptors. The
receptor is expressed only in a limited number of tissues,
including the human bone marrow, thymus, spleen, liver,
and lymph nodes.

In this study, we examined the influence of FL produc-
tion on the life cycle of recombinant virus. We con-
structed two recombinant vaccinia viruses of the Praha
strain (clone P13) designed for the expression of the
human gene encoding a soluble isoform of FL (sFL). The
r'VACVs were characterized and compared for their mul-
tiplication and virulence in vitro and in vivo, and for the
ability to ensure the secretion of FL from infected cells.

We found out that the FL overexpression substantialy
influenced the properties of rVACY. High production of
FL resulted in decreased rVACV multiplication in mac-
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rophages and in mice. Biochemical and electron micro-
scopic analysis of the recombinant virions revealed
changes in the protein composition and incorporation of
FL into the virion core. We have shown that the overex-
pression of the FIt3L gene in VACYV results in attenuation
of the virus i vivo.

Results

Virus multiplication and sFL production and localization in
vitro

We prepared recombinant vaccinia viruses expressing the
gene for a soluble isoform of human Flt3 ligand (FL). In
the first instance, we determined FL production and virus
multiplication iz vitro. The monolayers of CV1 cells were
infected with recombinant VACY at a MOI of 2.5 and
cells were cultured in the fresh medium. The medium
and cells were harvested at the indicated intervals (Fig 1).
The cells were frozen and thawed and the centrifuged
supernatant was removed from cell debris. Both, media
containing extracellular (e. c) virus and supernatants con-
taining intracellular (i. ¢) virus were used for determina-
tion of infectious virus or production of FL. Replication
of recombinant viruses was determined by plaque assay.
The concentration of FL was measured by ELISA test.

The overall multiplication of FL-expressing recombi-
nants and control virus in CV1 cells was similar (Fig. 1A);
however, the newly formed infectious particles of P13-E/
L-FL were retained in infected cells and released to the
medium at later intervals after infection as compared
with P13-H5-FL or control virus P13-E7. Similar rates of
viral multiplication in CV1 cells were also found for dou-
ble recombinant viruses expressing p-galactosidase gene
of E.coli (data not shown). The production of intracellular
and secreted FL was followed up to 72 h.p.i. (Fig. 1B). The
peak of FL production driven by the H5 promoter was at
18 h.p.i., whereas the production from the E/L promoter
increased gradually and high amount of FL was produced
up to very late intervals.

To determine the sites of production, intracellular stor-
age and transport of sFL protein in infected cells, the sFL
was detected by immunofluorescent staining. Confluent
cultures of CV1 and HeLa cells were infected with P13-
H5-FL or P13-E/L-FL or control virus at a MOI of 2 for
30 minutes, cultured in fresh medium and stained at sev-
eral time intervals. To compare the location of sFL pro-
tein expressed by rVACV and produced in the absence of
virus infection, 293T cells (6 x 10%) were transfected with
the expression plasmid pBSC-FL (2.5 pg) where the
expression of the sFL gene was controlled by the strong
cytomegalovirus promoter. Transfected cells were pro-
cessed for fluorescent microscopy after 48 hours of culti-
vation. The localization of sFL in the transfected 293T
cells (Fig. 1C-a, b) had the same fluorescent pattern as in
the virus infected cells (Fig. 1C-¢, d, ¢, f). The course of
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Figure 1 [n vitro multiplication and sFL production by rVACY. Confluent C¥-1cell cultures were infected with purffied virus at a MOl of2.5 at 37°C
for 1 hour, washed with PBS and the frash meadium was added. The medium and cells were collected, frozen and thawed, and cell debris was remaovad.
The titers of the Infectious virus (A) were determined in the medium and in the cell lysate. Total FL production was determined oy ELISA (B). The col
umns in all graphs represent the mean + s.d. The intracellular location of s7L (C) in 293T cel's (a, b) 48 h after transfection or in infected CV1 (¢, d) and
HelLa cells (e, ) 9 hafter infection or in J774.G8 cells (g, h) 3 h after infection with P13-H5-FL {¢, €, @) or F13-E/L-FL (d, 1, h) as visualized by an immu-
nofluorescent microscope at a magnification of 1000x. The colocalisation of sFL (D) with endoplasmic reticulum marker calreticulin or with cis-Golgi
markar GM130in Hela cells 3 b after infection as visualized by an immunclliuorescent microscope al a magnification of 1000x.
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the sFL fluorescent signal in infected cells correlated in
time with strength of expression directed by the H5 or E/
L promoter (not shown). The H5 promoter was stronger
in ecarly phase of infection and the fluorescent signal was
already visible at 3 hours after infection while the expres-
sion driven by the E/L promoter was hardly observable.
The signal of the sFL expression controlled under the E/L
promoter was stronger at later time intervals (followed up
to 12 h.p.i.) when the signal from P13-H5-FL infected
cells did no more rise (not shown). When we stained the
specific markers for cellular organels, calreticulin and
GM130, we observed the sFL protein localized mainly in
the endoplasmic reticulum (Fig. 1D-a). The colocalisation
of sFL with the cis-Golgi marker GM130 (Fig. 1D-b) was
not so obvious in infected cells and decreased in time due
to a massive transition of GM130 to viral factories. The
considerable portion of sFL seemed to be transported in
the vesicles toward the cell surface.

Multiplication of P13-E/L-FL in vivo as well as in
macrophage cell line J774.G8 is impaired

To determine the influence of FL expression on viral mul-
tiplication in vive, we infected mice intraperitoneally with
1 x 106 pfu of rVACV. The ovaries and blood serum were
collected at 24-hours intervals, The virus in ovaries was
determined by plaque assay of tissue homogenate or as
viral DNA by quantitative PCR. The level of FL was mea-
sured by ELISA in diluted sera.

The amount of virus (Fig. 2A) and viral DNA (Fig. 2B)
in the ovaries was increasing from the time of inoculation
to day 4 and then dropped. The comparison of multipli-
cation between different viruses showed that the expres-
sion of the FL gene did not affect multiplication of P13-
H5-FL virus, whereas the growth of P13-E/L-FL virus was
impaired in mouse ovaries, contrary to the situation in
CV1 cells in vitro, Similarly, serum FL was higher in ani-
mals infected with P13-H5-FL virus in comparison with
P13-E/L-FL (Fig. 2C). The highest amount of FL in the
serum was found on day 4 after infection in accordance
with the strongest virus replication in mouse ovaries. The
decreased serum FL levels reflected the impaired replica-
tion of the recombinant virus expressing FL under the
control of the E/L. promoter as detected in the mouse
ovaries.

In order to determine the impact of the attenuation of
in vivo multiplication of P13-E/L-FL on its ability to
induce immune response, we measured the amount of
[gG1 and IgG2a specific for VACV by ELISA (Fig. 2D) in
the mouse sera 5 weels after virus inoculation. We
observed that the multiplication of viruses correlated
with the level of anti-VACV antibodies. P13-E/L-FL
induced no detectable IgG1 or IgG2a antibodies against
the vaccinia antigen, whereas P13-H5-FL and P13-E7
clicited anti-VACV specific antibodies predominantly of
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IgG2a isotype as expected for the immune response
against vaccinia virus infection.

To find an iz vitro model for the study of i vivo inhibi-
tion of P13-E/L-FL replication, we compared the ability
of recombinants expressing sFL to multiplicate in cell
lines of various origin such as mouse ]774.G8 mac-
rophages, 32D cells, human HeLa cells or MOLM-9 leu-
kemic cells. We infected cells at a MOI of 1 with double
recombinant viruses expressing FL or HPV16 E7,
together with B-galactosidase serving as a reporter gene
for relative multiplication of viruses. The infected cells
were incubated with or without cytosine arabinoside (40
pg/ml) to block viral DNA synthesis and consequently to
prevent late gene expression [29]. The [-galactosidase
activity was monitored up to 36 hours post infection. We
found out that FL expression did not affect rVACV multi-
plication in HeLa cells, as the f-galactosidase activity was
similar for all viruses at every interval (not shown).
Mouse and human cell lines of hematopoietic origin, 32D
and MOLM-9, were completely non-permissive for any of
the rWVACYV tested (not shown). However, a similar situa-
tion as in vivo has been observed during infection of con-
fluent culture of macrophage cell line J774.G8. In
comparison with the other double recombinants, multi-
plication of P13-fgal -E/L-FL virus in J774.G8 was
reduced as determined by B-galactosidase assay (Fig. 3A),
quantitative PCR of viral DNA (Fig. 3B) and titration of
viral progeny produced by the single recombinants (not
shown). The inhibition of FL-expressing viruses was
slightly visible also in samples with added ara-C where
only the early preduction of B-galactosidase occurred.
Deletion of the FL gene in P13-AE/L-FL resulted in resto-
ration of multiplication of the reversion mutant (Fig. 3B).
The relative multiplication of P13-pgal-E/L-FL virus,
measured as the B-galactosidase production, depends on
macrophage culture conditions. In quickly growing cells
(about 40% confluence), we observed no inhibition of
P13-Pgal-E/L-FL (Fig. 3C), whereas the growth of P13-
Bgal-E/L-FL virus in wells containing more than 5 x 10°
J774.G8 cells was significantly restricted comparing with
P13-Bgal-H5-FL or P13-E7 virus.

To determine the effect of the attenuation of P13-E/L-
FL in macrophages ]774.G8 on transgene expression, we
measured sFL production by infected cells. Confluent
culture of ]774.G8 cells was infected at a MOI of 2.5 and
secretion of sFL into the medium as well as the amount of
intracellular FL was measured by ELISA (Fig. 3D). We
noticed that FL production directed by the strong E/L
promoter was lower but nearly comparable with that
under the control of the H5 promoter. This result was in
accordance with the reduced multiplication of the P13-E/
L-FL recombinant in macrophage culture. The amount of
produced FL was not influenced in early phase of infec-
tion as showed bars of samples with added ara-C, which
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Figure 2 [n vivo multiplication, sFL production and antibody response to r'WVACV, Groups (r = 4) of C575/6 female mice were inoculated i.p. with
1% 108 pfu of P13-E/L-FL, P13-H5-FL or P13-E7. The ovaries and sera were collected at varialis intervals after infection. Replication of 'ACY in the ova-
rigs was determined by plaque assay (A) or by Q-PCR (B). The in vivo production of FL was measured in mouse sera by ELISA (C). To determine the
immunegenicity of recornbinants, groups of mice (n = 5] were Lp, incculated with 1 x 100 pfu of IVACY. Five weeks later, the animals were anesthe-
sized and the serum was collected. The levels of VACY specific lgGT or lgG2a antibadies were quantified by ELISA (D). The data were aralyzed by the
twvo=way ANOVA,

support the idea that the inhibition of virus expressing  other tested cell types. The fluorescence signal was visible
sFL under E/L promotor occures in replicative and  as early as 90 minutes after infection and persisted during
postreplicative phases of infection. The localization of FL  the observed time interval. At 3 hours after infection, the
in infected macrophages (Fig. 1C-g, h) determined by  signal was wealker in the macrophages infected with P13-
immunofluorescence was identical to that observed in  E/L-FL compared to P13-H5-FL.
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Figure 3 Multiplication of rVACV and sFL production in macrophage cell line J774.G8. Cu'ture of 1774.G8 cells was infected with the purified
virus at MO of 2.5 (A, C, D) or at MOl of 0.1 (BY at 37°C for 1 hour, washed with P33 and the fresh medium with or without cytasine arabinoside (40
ug/mi) was added. Multiplication of virus was determined as beta-galactosidase activity (A, C) or by Q-PCR (B) at Indicated intervals (£, B) or 24 hours
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The core of intracellular mature virions (IMV) harbours sFL

In the next step, we analyzed by western blots the compo-
sition of purified intracellular mature virions (IMV) of
FL-expressing viruses, P13-H5-FL, P13-E/L-FL and dou-

ble recombinants carrying both the sFL also -galactosi-
dase genes and of P13 parental virus (Fig. 4A) using FL
specific antibody. We found out that high sFL expression
driven by the E/L promoter resulted in the incorporation
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Figure 4 Incorporation of sFL into viral particles. Aliquats of the in-
dicated sucrose purified virions (A) or their solubilized and separated
fractions (B) were analyzed by western blot using the FL specific
BAF308 monoclonal antibady. The sample prepared from the culture
medium of 2937 cells transfecled with pBSC-FL expression plasmid
served as a positive control. To neutralize virus infectivity, the sacchar-
ose purified particles were incubated al 37°C for 1 hour with PBS, anti-
FL antihody or antiYACY serum. The first aliquot of samples was used
far infection of cell cultures (C). Cytosine arabinoside (40 pg/ml) was
added for inhibition of viral replication as the positive control. Tne
beta-galactosidase assay was performed after 24 hours of cultivation.
The second aliquotl of samples was applied to a formvar membrane
coated copper arid (D). Negatively stained particles were examined
under an electron-microscope at a magnification of 50 000x.
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of sFL in virus particles, whereas sFL incorporation was
not found if the expression was regulated by the H5 pro-
moter. The sFL band associated with virion cores had the
same size of 19 kDa as found for the low-glycosylated sFL
produced in infected cells or in cells transfected with the
expression plasmid pBSC-FL. The 25 kDa glycosylated
sFL produced in infected and transfected cells was not
detected in purified virions,

To analyze the composition of intracellular mature viri-
ons (IMV), we partitioned virions into two membrane
(M1, M2) and two core fractions (C1, C2} and analyzed
them by western blot using FL specific antibody (Fig. 4B).
The enrichment of the membrane and core fractions was
confirmed by western blot using antibodies to pl6 (Al4,
membrane protein), 4b (A10, core protein) and convales-
cent anti-VACV mouse serum (not shown). We found
SFL (19 kDa) predominantly in the core fractions and not
in the membrane fractions of P13-E/L-FL IMV or other
tested viruses.

To confirm the association of sFL with virions, we per-
formed the neutralization assay. In this experiment,
sucrose purified particles of the double recombinants
carrying the B-Gal gene together with FL or a control
gene were incubated with polyclonal antibody against FL
or with anti-VACV rabbit or mouse serum or non-
immune serum. The neutralization of virus infectivity
was measured as the ability to produce beta-galactosidase
in CV1 cells (Fig. 4C). The control virus P13-fgal-E7 as
well as P13-Bgal-H5-FL and P13-Pgal-E/L-FL viruses
were neutralized by incubation with anti-VACV mouse
or rabbit serum. Neither P13-Bgal-E7 nor P13-pgal-H5-
FL was neutralized by anti-FL antibodies. The infectivity
of P13-Bgal-E/L-FL virus was lowered by anti-FL anti-
bodies, but not to such an extent as as observed using the
positive anti-VACV serum.

We speculated that a portion of sFL was displayed on
the surface of IMV, and we used the same antibodies or
sera to confirm the results of the neutralization experi-
ment by direct observation of virions. Purified virions of
P13-E/L-FL or P13 viruses were incubated with sFL spe-
cific polyclonal antibody or rabbit and mouse anti-VACV
serum or non-immune serum. The virus particles were
negatively stained and examined under an electron
microscope (Fig. 4D). The anti-VACV sera were able to
aggregate viral particles of both viruses. The anti-FL anti-
body mediated aggregation of P13-E/L-FL particles but
not of the parental P13 virus.

Integration of sFL in virions is associated with aberrant
protein composition of viral particles

As the P13-E/L-FL virions were distinct in structure from
P13-H5-FL virus particles, we looked for other differ-
ences in the protein composition. The sucrose purified
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Figure 5 Analysis of virion protein composition. Burified P13, P13-
H5-FLor P13-E/L-TL viruses were fractionated inte erviched merm-
hrane and core fractions. Aliquots were separated by 12% or & 15%
gradient SDS-PAGE. The gel was processed by western blotting and
stained with anti-YACY mouse serum (A) or stained with Coomassie
blue (B). The proteins of differing bands were identified by MALDI

particles were fractionated in similar way as used for FL
protein detection above and afterwards analyzed by
Western blot using anti-VACV mouse serum (Fig. 5A).
The analysis revealed additional and missing distinct
immunodominant VACY protein bands (marked with
asterisks) in the membrane as well as in the core fractions
of P13-E/L-FL IMV in comparison with P13-H5-FL or
P13 virus. In order to uncover the differing proteins,
SDS-PAGE gels were stained with Coomassie blue (Fig.
5B) and bands were cut out from the gel and identified by
mass spectrometry (Table 1). The major membrane pro-
tein p35 (gene H3L, band 1) of P13-E/L-FL virus was
shifted in comparison with two other viruses (band 4).
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Band 1 co-migrated with annexin 5. All three viruses con-
tained the membrane protein p32 (gene D8L) detected in
band 2 or 3; however, the membranes of P13 and P13-H5-
FLviruses comprised an additional form of p32 detected
as band 5. The P28K protein (gene L4R, band 6) was
absent in the enriched membrane fraction of P13-E/L-FL,
whereas P13 and P13-H5-FL contained a faint band of
this major core protein. This band was also less abundant
in the core fraction of P13-E/L-FL in comparison with
other two viruses. Furthermore the core fraction of P13-
E/L-FL virus harbored an additional hypothetical 10 kDa
viral protein (band 9) and host proteins tubulin B chain
(band 7) and glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH) (band 8).

Discussion

Several studies have shown that FL protein can inhibit
tumor growth in vive and acts as a vaccine adjuvant.
Instead of direct FL protein administration, the produc-
tion of FL by a viral vector might result in prolonged FL
presence in the body and in improved therapeutic activity
[30].

We constructed two recombinant VACVs derived from
the Praha vaccine strain whose expression of FL was con-
trolled by the natural early H5 promoter which is impor-
tant for early antigen presentation, or by the synthetic E/L
promoter with activity at both early and late times during
VACV infection [31,32]. The original goal of our project
was to use FL-expressing viruses for stimulation of anti-
gen presenting cell activity and adaptive immunity in
tumor bearing animals. Indeed, we have shown that
immunization with VACV co-expressing sFL with the E7
protein of HPV16 as a tumor antigen inhibited the forma-
tion and growth of TC1 tumors in mice [33]. In that study
we observed that despite high expression of FL controlled
by the synthetic E/L promoter in vitro, the double recom-
binant P13-E/L-FL-SigE7LAMP induced only low levels
of FL in the serum of inoculated mice. In an attempt to
clucidate the nature of the inhibitory effect of FL overex-
pression controlled by the E/L promoter on the release of
recombinant cytokine in mouse serum, we focused on a
more detailed study of FL-producing recombinants.

The first step was to characterize the multiplication and
FL production in vitro. We compared the replication of
P13-H5-FL, P13-E/L-FL and control virus in CV1 cells by
virus progeny titration. No distinct effect of recombinant
protein expression on the replication was observed, apart
from the moderately delayed release of P13-E/L-FL virus
from infected cells. ELISA tests of media and cell lysates
of infected cultures confirmed the generally accepted
idea of the strength of natural H5 promoter of VACV
which is active mainly in the early phase of infection and
of the synthetic E/L promoter whose activity is increasing
from the early to the late phase of infection.
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Table 1: Virion proteins identified in membrane- and core- enriched fractions detected by SDS-PAGE and mass

spectrometry analysis.

#band ORF Protein function (Reference) # of identified peptides
1 H3L IMV major membrane protein p35 12
[50] + annexin 5
2 D8L IMV membrane protein p32 [54] 7
3 DsL IMV membrane protein p32 7
4 H3L IMV major membrane protein p35 13
5 D8L IMV membrane protein p32 8
6 L4AR Major core protein 28 k [73] 8
7 Cellular Tubulin f chain 4
8 Cellular Glyceraldehyde-3-phosphate 8
dehydrogenase (GAPDH),
EC1.2.1.1.
9 Putative AORFL Hypothetical 108 kDa [74] 3

Then we administered these viruses intraperitoneally to
6-weeks-old mice and measured the expression of FL in
vivo for several days after inoculation. The animals inocu-
lated with P13-E/L-FL did not have highly elevated serum
levels of FL, similarly to the previous experiments done
with double recombinant P13-E/L-FL-SigE7LAMP.
Moreover, we found out, by titration and by quantitative
PCR of viral DNA in mouse ovaries, that the P13-E/L-FL
virus was not able to multiply in vivo. It was seemingly in
contradiction with our previously published results
where the expression of FL under the control of the E/L
promoter did not affect the multiplication of the double
recombinant P13-E/L-FL-SigE7LAMP in the mouse ova-
ries in comparison with the control virus and with the
double recombinant P13-H5-FL-SigE7LAMP [33]. When
comparing the double recombinant P13-E/L-FL-
SigE7LAMP with the single recombinant P13-E/L-FL i
vitro, we found the latter to produce higher levels of FIt3L
in infected CV1 cells (not shown). Decrease in FL pro-
duction by double recombinant ix vitro could be ascribed
to the inactivation of the F7L locus as a result of the inser-
tion of the SigE?ZLAMP gene, which is known to down-
regulate the expression of the gene inserted in the TK
locus [34]. The overexpression of FL by the single recom-
binant was so high that it resulted not only in limited pro-
duction of FL in vivo but even in its decreased
multiplication in mice. The block of P13-E/L-FL multipli-

cation was confirmed by the examination of the indepen-
dently derived recombinants and by the deletion of the E/
L-FL expression cassette followed by reversion to the wt
phenotype. We checked also the DNA pattern of the
genome of all analyzed viruses using Sall, HindlII, Pstl,
Xhol and Kpnl endonucleases and found no obvious dif-
ferences in the restriction patterns (not shown). It was
evident that the inhibition of virus multiplication in vive
was caused by sFL overexpression under the control of
the E/L promoter.

Attenuation of recombinant vaccinia vectors in conse-
quence of the foreign gene insertion has been described
for viruses expressing [L2 [35], IL12 [36] and IL15 [37].
The multiplication was inhibited in vive and in lymphoid
cell lines; however, the infected fibroblasts produced the
control and cytokine-expressing viruses in equivalent
titers.

The response to VACV infection has been studied in
several species [38-40]. It has been illustrated recently in
variola primate model that poxviruses productively infect
large populations of circulating monocytes and mac-
rophages in the lymph nodes, spleen and other tissues
[41]. For our study, we selected as an in vitro target cell
madel the macrophage cell line ]774.G8 which supports
the growth of VACV. The multiplication of the P13-E/L-
FL virus but not of the P13-H5-FL virus was restricted in
confluent cultures of this cell line. Taken into consider-
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ation, this situation is likely to simulate the in vivo state
where the macrophages are terminally differentiated cells
that rarely divide. We also determined the level of FL
expression in [774.G8 cells by P13-H5-FL or P13-E/L-FL.
Despite the sFL expression driven by promotors of differ-
ent strengths, we found the same FL secretion level by
cither virus. It could mean that the inhibition of virus
multiplication is not mediated by high level of extrinsic
FL. This fact has been supported by the failure to find any
Flt3 (CD135) molecules on the membrane of ]774.G§
cells and by experimental addition of extrinsic FIt3L to
J774.G8 cells that had no effect on the multiplication of
the control P13-preS25-Bgal or P13-E7 viruses at any step
of infection.The inhibition of multiplication of P13-E/L-
FL in macrophages might be reversible since we showed
the dependence of B-galactosidase production by P13-
Bgal-E/L-FL on the growing activity of cell cultures.

To exclude the possibility that apoptosis is responsible
for inefficient multiplication of P13-E/L-FL in mac-
rophages, the presence of the apoptosis marker Annexin-
V and the cleavage of PARP were determined. For these
cxperiments, we prepared the double recombinants
expressing both the FL gene and GFP protein and used
them for following up the early apoptosis marker
(Annexin-V) in infected cells during virus replication.
There were not significant differences among viruses in
the infectivity (GFP positive cells amount) or in Annexin-
V binding (not shown). We also tested the cleavage of
PARP protein (late apoptosis marker) in macrophages
infected by single recombinant viruses. The cleavage was
obvious in cells infected by parental virus or P13-H5-FL
and slightly in P13-E/L-FL infected macrophages. As a
control, we added ara-C to macrophages, which caused
PARP cleavage in all infected and non-infected mac-
rophages (not shown). We concluded that the attenuation
of P13-E/L-FL was not due to the enhanced apoptosis in
macrophages.

After challenging the assumption that the antiviral state
of macrophages is mediated by high levels of FIt3L pro-
duced by recombinants during infection, we considered
the possibility of changes in the elementary protein com-
position of the virion itself. The strong expression of FL
driven by the synthetic E/L promoter led to its incorpora-
tion into a core-associated protein fraction. This was due
to the strong FL expression in BSC40 or HeLa cells used
for virus stock preparation. The endoplasmic reticulum
and Golgi apparatus of P13-E/L-FL infected cells con-
tained a huge amount of FL protein. The foreign gene
product has been reported previously to be trapped in the
virion due to protein-protein interactions during the
virion assembly process [42-44]. Bereta et al. have indi-
rectly shown that the rVV expressing CD40L gene con-
tains biologically active CD40L protein in particles [45]
However, there is some selectivity in the encapsidation
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process. There is evidence of the incorporation of recom-
binant protein into one or more virion compartments.
Vaccinia virus expressing the bacterial CAT gene incor-
porated the enzyme into the virus particle [46]. The
expression of the cytokine IL-12 led to the incorporation
of about 0.01% of the total recombinant protein into an
envelope fraction, HIV1 env (gpl60-120) was tightly
bound in protein-DNA complexes, and the enzyme beta-
galactosidase was found exclusively in core-associated
fraction [47]. Transport and sorting of viral proteins
directly from the endoplasmic reticulum into the growing
immature virions using non-COPII vesicles [48] could
explain selective integration of the low-glycosylated FL
into P13-E/L-FL virions. A similar selectivity for the inte-
gration of non-glycosylated form of a glycoprotein into
the membrane of IMV particles was observed for Al4
[49]. Howewer, FL was not incorporated into a membrane
fraction, but it was tightly bound to core, although it was
also exposed on the surface of IMV to offer the epitopes
for anti-FL antibodies as verified by neutralization assays
and proven by electron microscopy. Moreover, the local-
ization of the recombinant proteins may be facilitated by
specific protein-protein interactions. Variation in the
localization of recombinant protein has been reported in
double recombinants expressing the protein of interest
and B-galactosidase [47]. We also analysed the FL distri-
bution also in double recombinant viruses P13-Bgal-H5-
FL and P13-pgal -E/L-FL and found no changes in com-
parison with the single recombinant viral particles.

In the present study, we have shown that the integra-
tion of sFL into the IMV virions was associated with an
altered composition of the virions. We observed that P13-
E/L-FL virions contained H3L of a higher molecular
weight than P13 or P13-H5-FL (lanes 1 and 4). The H3
protein is an immunodominant component of IMV, binds
to heparansulphate and is found in IMV in two isoforms,
(1-324 aa) and (48-324 aa) [50]. Both the full length pro-
tein and N-terminally deleted form can be incorporated
into the viral membrane [51] although the specific func-
tions of the H3 isoforms are yet not known. As the H3
protein is nonessential for virus multiplication in cell
monolayers [52], the integration of FL into the virion
might modify the ratio of H3 isoforms. Similarly to H3,
the second differently displayed virion component, the
D8 protein, plays the role as the glycosaminoglycan
(GAG) binding molecule [53]. It has been shown, that the
D8 protein integrated into the viral particle can be
cleaved by trypsin without any decrease of virus infectiv-
ity [64]. The D8 protein detected in band 5 could be a
cleavage product of trypsin like protease. The unusual
forms of both GAG binding structures resulting from
high FL gene expression may influence the growth of
virus in some cell types. Differences in these two mem-
brane proteins in association with FL gene expression
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could imply that the presence of FL in the virus core also
affects the composition of the IMV core. The pattern of
core proteins showed multiple band changes. One domi-
nant band contains the p28K protein encoded by L4R.
This protein is a basic DNA binding protein and plays an
essential role in virus replication. The protein fragment
(33-251 aa) produced by Ala-Gly-specific cleavage is usu-
ally found in the virus core in the absence of its precursor
[55]. P13-E/L-FL virions contain less P28K than P13 or
P13-H5-FL. As we did not analyze the adjacent bands, we
cannot say whether or not decrease in the cleaved form of
the L4 protein is associated with the presence of the P28K
precursor in purified virions. There are reduced levels of
early RNA and protein production in cells infected by
L4R deficient vaccinia virus particles [56], which could
also explain decreased levels of mRNA throughout the
course of macrophage infection by P13-E/L-FL virus
(data not shown). P13-E/L-FL virions yielded additional
bands containing host proteins. Tubulin {3 chain has been
found previously in non-recombinant vaccinia virus IMV
where it can form up to 0.7% of protein content [57]. We
found an increased amount of tubulin B chain in the core
fraction together with increased FL in PI13-E/L-FL.
MALDI analysis of the core fraction yielded GAPDH.
This enzyme, which is involved in many different cellular
processes, has also been found incorporated in human
immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) virions [58].
GAPDH binds actin filaments in vitro [59)] and therefore
could be incorporated in the complex with actin. Actin
has been identified in virions of VACV [57] several other
DNA viruses and HIV.

Conclusions

The expression of FL highly influenced the behavior of
recombinant vaccinia virus in dependence on the level of
its expression. The production of FL driven by the strong
synthetic promoter resulted in decreased growth of P13-
E/L-FL in confluent macrophage cell line as well as in its
limited multiplication in vive when inoculated in mice.
The specificity of the effect of high FL levels on virus
multiplication was confirmed using the reversion mutant.
The inhibition of in vive replication was mirrored in the
level of antibodies against vaccinia virus. A strong FL
expression in CV1 and HeLa cells changed not only the
host range of the recombinant but also the basic protein
contents of virions. The major proteins - H3L and D8L -
which are responsible for the virus binding to the cells,
and 28 K protein that serves as a virulence factor were
changed in the membrane portion of P13-E/L-FL viral
particles. There also were changes in the core portion as a
consequence of poorer protein processing (multiple
larger, uncleaved proteins in comparison with the control
virus) and the increased content of cellular proteins, The
overexpression of FL also resulted in its incorporation
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into the viral core of P13-E/L-FL IMV particles. In con-
trary to the equimolar ratio of the glycosylated to the
non-glycosylated form of FL in transfected cells, the
recombinant virus incorporated mainly the smaller, non-
glycosylated FL. We have shown that the overexpression
of the FL gene in VACY results in attenuation of the virus
in vivo.

Materials and methods

Plasmids

The pHUFLT3L plasmid containing the coding sequence
of the soluble isoform of FL (ID number - U29874) was
obtained from Immunex (now the part of Amgen Inc.).
The plasmids pSC59-H5-FL and pSC59-E/L-FL have
been described ecarlier [33]. The expression plasmid
pBSC-FL was prepared by ligation of an EcoRI fragment
of pHUFLT3L plasmid carrying the FL coding sequence
with the pBSC plasmid [60] cleaved with the same
enzyme. The pTK* plasmid was derived from pGS20 [61]
by excision of the EcoRI fragment. The pD357 plasmid
[62] containing an E.coli -galactosidase gene under the
control of the P7.5 promoter was used for replacement of
the C23L and B29R genes by the -galactosidase gene

Viruses

Vaccinia virus strain Praha, clone 13 [63] was used as the
parental virus. Single recombinants P13-H5-FL and P13-
E/L-FL were prepared by the insertion of FL gene into
thymidine kinase using plasmids pSC59-H5-FL and
pSC59-E/L-FL, respectively, followed by selection in
medium supplemented with bromodeoxyuridine. The
double recombinants P13-Pgal-H5-FL and P13-fgal-E/L-
FL were prepared by the insertion of B-galactosidase into
the FL-expressing single recombinants using pD357 plas-
mid and by the selection of the virus forming stable blue
plaques after three purification steps, The revertant virus
P13-AE/L-FL was prepared using the pTK+ plasmid car-
rying the functional thymidine kinase gene; the selection
occurred in 143B cells grown in HAT supplemented E-
MEM medium. Virus P13-E7 carrying the E7 early pro-
tein of HPV16 has been described earlier [64]. Virus P13-
Bgal-pS2S was derived from P13-pS2S [65] using pD357
plasmid. Viruses were grown in BSC4Q cells, purified by
sucrose-gradient centrifugation [66] and titrated in CV-1
cells. The number of virus particles was determined from
the optical density measured at 260 nm using the formula
1 U of ODy40 4 = 1.2 x 1040 viral particles/ml [67]. The
ratio was comparable for all the viruses used in the exper-
iments.

Cell lines

CV-1 and BSC-40 African green monkey kidney cell lines
were grown in Modified E-MEM medium (EPL, SEVAP-
HARMA, Prague) containing bovine serum growth-
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active proteins but no complete serum [68]. Human
embryenic kidney 293T cells [69]kindly provided by J.A.
Kleinschmidt, DKFZ, Heidelberg, Germany, human HeLa
cell line and ]774.G8 mouse macrophage cell line were
grown in DMEM (PAA Laboratories, Linz, Austria) sup-
plemented with 10% fetal bovine serum (FBS; PAA Labo-
ratories). The cell lines MOLM9 and 32D were grown in
RPMI-1640 medium (Sigma, Saint Louis, MO) supple-
mented with 10% FBS. The 143B cell line was maintained
in E-MEM medium (SEVAPHARMA, Prague) supple-
mented with 10% FBS. Each medium contained 2 mM L-
glutamine, 100 U/ml penicillin, and 100 pg/ml strepto-
mycin.

Mice

Six-week-old C57Bl/6 (H-2P) female mice were obtained
from Charles River, Germany. Animals were maintained
under standard conditions at the National Institute of
Public Health (Prague). The experiments were performed
in compliance with Acts Nos. 246/92 and 77/2004 on ani-
mal protection against cruelty and Decree No. 311/97 of
the Ministry of Health of the Czech Republic, on the care
and use of experimental animals. Mice were injected
intraperitoneally (i.p.) with 0.5 ml PBS containing soni-
cated suspension of sucrose-purified particles of rVACV.
Mice were anesthetized with halothane (Narcotane, Léc-
iva, Praha) and carotid blood was collected at indicated
time intervals.

ELISA

FL was quantified with an FIt3 ligand ELISA detection kit
(R&D Systems GmBH, Wiesbaden-Nordenstadt, Ger-
many) using the capture mouse monoclonal antibody
MAB608 (100 ng/well), biotinylated detection goat poly-
clonal antibody BAF308 (7.5 ng/well), streptavidin-HPR
(1:250) or avidin-HPR (1:1000) complex, both obtained
from Pharmingen (BD Biosciences, Erembodegem, Bel-
gium), and TMB substrate solution for visualization of
the reaction. Samples were measured by an ELISA reader
at 450 nm. Standard FIt3 ligand protein (PeproTech EC
Ltd, London, UK) was diluted to 500-7,5 pg/ml. Detec-
tion of VACV-specific antibodies has been described car-
lier [70].

SDS-PAGE and western blot

Infected cells or purified viral particles were extracted
with denaturing, reducing sample buffer [71]. Samples
were separated by SDS-PAGE in 10% or 12% gels. Pro-
teins were blotted onto a nitrocellulose membrane
(Hybond-C Extra, Amersham) and after blocking with
10% skimmed dry milk in PBS, the membrane was incu-
bated with primary antibody BAF308 (anti-FL, R&D Sys-
tems GmBH, Wiesbaden-Nordenstadt, Germany) diluted
1:500 or convalescent mouse serum (anti-VACV) diluted
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1:50 - 1:100. After washing, the membrane was incubated
with rabbit anti-mouse 1gG horseradish-peroxidase-con-
jugated secondary antibody (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Germany). Proteins were visualized with the ECL Plus
system (Amersham).

Mass spectrometry and protein identification
Electrophoretic gels were stained with Coomassie blue.
Selected spots on the preparative gels were excised and
destained using 50% acctonitrile in 25 mM ammonium
bicarbonate, dehydrated with 200 pl of acetonitrile for 5
min at 30°C and then vacuum-dried (SpeedVac, Thermo
Scientific, Waltham, Ma). Gel pieces were rehydrated and
proteins were digested for 8 hours at 37°C with 30 ng/ul
trypsin (Trypsin Gold Mass Spectrometry Grade, Pro-
mega, Madison, W1) in 25 mM ammonium bicarbonate.
After digestion, peptides were extracted from gel pieces
using step by step extraction with an acetonitrile gradient
(15%-60% acetonitrile with 1% trifluoroacetic acid) using
sonicator (Elma, Singen, Germany) cooled with ice cubes.
Extracted peptides were concentrated in SpeedVac.
MALDI mass spectrometry (MALDI/MS) peptide mass
fingerprint analysis was used to characterize the digests.
The MALDI/MS was performed in a Refelex IV MALDI-
TOF mass spectrometer (Bruker). Data were processed
by proteomic software Mascot.

Beta-galactosidase assay

Beta-galactosidase activity was determined according to
Miller [72]. The samples of infected cells were frozen and
thawed and then centrifuged to remove cellular debris.
Beta-galactosidase activity of cell extracts was measured
by a colorimetric assay using o-nitrophenyl p-D-galacto-
pyranoside (ONPG). The absorbance of samples was
determined at 450 nm.

Virus neutralization

Sonicated, sucrose purified virus particles were incubated
in a minimal volume of PBS, with 0.5 pg of rabbit poly-
clonal antibody against FL (MBL, Woburn, MA) or with
rabbit and mouse anti-VACV serum or negative serum.
After a 1-hour-incubation at 37°C, the viruses were used
for the infection of confluent cell layers or for the prepa-
ration of electron-microscopy samples.

Electron microscopy

Metal grids were freshly coated with a Fermvar (polyvi-
nylformal, Serva) membrane. Five to ten yl of viral sus-
pension (sonicated or antibody-treated) were absorbed to
the grid for 10 min and then washed twice with water and
twice with 1% phosphowolframic acid, pH 9.0, each time
for 1 min. The samples were observed by transmission
electron microscope JEM1011 (JEOL, Tokyo, Japan) at
indicated magnifications.
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Fluorescent microscopy

The cell monolayer grown on a round glass plate was
infected with virus at a MOI of 2 at 37°C for 30 minutes.
The inoculum was then removed and cells were culti-
vated in DMEM. At time intervals not longer than 12
hours post infection (h.p.i.), the cells were washed with
cold PBS, fixed for 10 minutes in 4% paraformaldehyde
(PA) and permeabilized for 10 minutes in 2% PA with 1%
Triton-X100. The remaining PA was neutralized by incu-
bation of samples with 0.1 M glycine in PBS for 10 min-
utes. After blocking in 10% skimmed dry milk in PBS for
30 minutes, samples were incubated with anti-FL
MAB608 (diluted 1:500) and with anti-GM130 or with
anti-calreticulin (both diluted 1:100; Santa Cruz Biotech-
nology) in 5% dry milk in PBS for 30 minutes, washed five
times (PBS, 0.2% Tween 20) and incubated with second-
ary antibody against mouse IgG labeled with Alexa fluor
488 and/or with antibody against rabbit IgG labeled with
Alexa fluor 546 (Invitrogen, USA), diluted 1:500 in 5% dry
milk in PBS for 30 minutes and counterstained with 1 pg/
ml propidium iodide or DAPI (Sigma-Aldrich Gmbh,
Munich, Germany). The washed plates were observed by
Nikon E600 fluorescence microscope for green, red and
blue signals at a magnification of 1000x.

Fractionation of viral proteins

Virion samples containing equal amounts of proteins
(determined by the Bradford protein assay, BioRad) were
incubated in 50 mM Tris-buffer with 10 mM MgCl,, pH
8.5, at 37°C for 30 minutes and subsequently supple-
mented with detergents for solubilization of two mem-
brane and two core fractions (soluble lipid envelope
fraction "M1", protein-matrix-like "M2", soluble core "C1"
and DNA-core fraction "C2") [47]. As the supplements
for the membrane and core fractions, 1% NP-40 or 1%
NP-40 plus 50 mM DTT and 0.5%DOC plus 0.1% SDS or
Laemmli buffer were used, respectively, Each fraction was
separated from insoluble proteins by centrifugation at
13000 g for 10 min.

Quantitative PCR (Q-PCR)

Mice were anaesthetized with halothane (Narcotan, Léc-
iva, Praha) and sacrificed. The ovaries were dissected,
washed in PBS and homogenized. DNA was extracted
using DNeasy Tissue Kit (Qiagen). Real-time quantitative
PCR was performed as described previously [33].
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4 DISKUSE

4.1 BUNKY TC-1JAKO NADOROVY MODEL

Existuji tfi hlavni mechanismy, jak mohou infekéni agens zpusobit vznik rakoviny. Prvn{
moznosti je persistentni infekce bunék vyvolavajici chronicky zanét. Ten muze zapficinit
zvysenou hladinu reaktivnich kyslikovych a dusikovych radikald produkovanych makrofagy
v misté infekce. Radikaly pak zpusobuji poskozeni membran, proteinti i genetického materialu,
¢imz piispivaji ke karcinogenezi. Infikované bunky jsou opakované poskozovany a hromadi se
genetické mutace, které mohou pfedstavovat pocatecni faze nadorového bujeni. Druhy
mechanismus vzniku nadoru je dan pfimym pfispénim infekéniho agens k transformaci bunck
diky aktivaci bunéénych onkogent, nebo inaktivaci tumor supresorovych gent; pifkladem jsou
papilomaviry a jejich ¢asné proteiny. Treti moznosti je ovladnuti imunitniho systému, jak to déla
napf. HIV - imunosuprese ¢i snizena schopnost rozpoznani infikovanych ¢i transformovanych
bunc¢k vedou opét k moznosti vzniku nadoru. Rozpoznani pficin vzniku jednotlivych typua
nadort nam dava do rukou nastroj, jak uspésn¢ predchazet vzniku rakoviny.

U papilomavirt je jen ¢ast zastupci spojena s nadorovych bujenim; v pfipadé karcinomu
délozntho c¢ipku se jedna predevsim o HPV16 a HPV18. Hlavnimi proteiny zodpovédnymi za
transformaci/imortalizaci bunék jsou E6 a E7. Proto jsou také cCasto vyhledavanym cilem pro
vyvoj terapeutickych vakcin proti papilomaviram. E7 protein sam o sobé muze transformovat
bunky a aktivuje v nich onkogen Ras. Exprese gentt E6 a E7 v jedné bufice muze byt dostacujici
pro imortalizaci vétsiny lidskych primarnich bunék. U nizkorizikovych typt papilomavirt jsou
proteiny E6 a E7 inaktivni, nebo jen slabé aktivni ve srovnani s vysokorizikovymi typy virt.

Bunky TC-1 jsou odvozeny od bun¢k plicniho epitelu mysiho kmene C57BL/6. Byly
ziskany kotransformaci geny E6 a E7 z HPV16 a také aktivovanym onkogenem H-ras a jsou
schopné vyvolat rist nadord v syngennich mysich C57BL/6. Pochazi z americké laboratofe
vedené Tzyy-Choou Wu, ktera je umisténa v medicinskych ustavech Johna Hopkinse
v Baltimoru. Ackoliv nejsou TC-1 povazovany za pravou nadorovou linii, pouzivaji se jako
nadorovy model papilomavirové infekce po dobu vice nez 10 let. Pii jejich pouziti se spoléha na
vyvolani imunitni T-bunécné odpovédi proti bunkam nesoucim specificky nadorovy antigen
(536.537)  Bunky jsou podavany podkozné, casto do zad nebo stehna. Po implantaci tvoii
ohranic¢eny podkozni utvar, ktery lze snadno pozorovat a méfit jeho rist v zavislosti na zvolené

(538)

terapeutické metodé . Pro rozsifeni nadorovych bunék do celého téla je také mozno TC-1

vstitknout do ocasni cévy (539)
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Soucasti unikovych mechanismt nadord pfed imunitni odpovedi je snizeni presentace
vlastnich antigent v komplexu MHC gp I (zmény v expresi proteini celé drahy — MHC fetézce,
b2mikroglobulin, podjednotky proteazomu, transportér TAP). Takové bunky jsou pak
»heviditelné“ pro cytotoxické T lymfocyty a unikaji jisté smrti. Modelem takovych bunck je
sublini bun¢k TC-1 nazvana TC-1/A9, kterou vytvofil v nasem tstavu Dr. Smahel (349 Sublinic
A9 byla vyizolovana z mysi imunizovanych proti E7 antigenu (formou E7GGG DNA vakciny),
ve kterych i pfesto po celenzi TC-1 bunkami vyrostly imunoresistentni nadory. Sublinie A9 roste
rychleji nez rodi¢ovské bunky, lisi se také morfologil. Tato bunééna linie byla pouzita jako
nadorovy model pro lécbu za ztizenych podminek, protoze je u ni inhibovana pfeprava antigent
z proteazomu pies TAP do vacki s MHC gp I (snizeni exprese TAP), nicméné ptisobenim IFN-y
se presentace antigent obnovuje (218, 540)

Specificka imunita proti HPV-16 transformovanym nadorim v mysich modelech byla

(541)

vyvolana u fady vakcinacnich protokola , napf podavanim E7 proteinu, epitopu E7

specifikého pro H-2D°, DNA vakcina kédujici E7, nebo rekombinantni viry exprimuiici E7
(542,543,544, 545,546, 547)  (J¢inna terapeuticka odpovéd’ korelovala ve vétsiné pfipadd s mirou

indukce cytotoxickych T lymfocytta specifickych pro CD8 epitop — RAHYNIVTEF (548)

4.2 VYLEPSENI VAKCINIOVEHO VEKTORU POMOCI
CYTOKINU

Vlastnosti vakcinie jakozto protinadorové vakciny lze pro stimulaci bunécéné ¢i protilatkové
imunity vylepsit pomoci vicenasobnych rekombinant nesoucich jak nadorovy antigen, tak i
napfiklad imunostimulacni agens. V nasem piipad¢ byly pouzity rekombinanty vakciniovych
kmena Prahal3 a replikacné nekompetentntho kmene MVA. Kmen Praha 13 byl vyklonovan ze
smésné vakciny proti pravym nestovicim pouzivané v Ceskoslovenské republice. Je replika¢né
kompetentni v $iroké Skale bunéénych linif i v nimi pouzivaném kmeni mysi C57BL/6, v nichz
vykazuje vysokou imunogennost a zaroven nizkou virulenci (549.950) ' Kmen MVA byl odvozen
z kmene Ankara, ktery byl mnohonasobn¢ pasazovan (>500x) primarnich kufecich fibroblastech,

byl také pouzit jako vakcina proti pravym nestovicim (551, 552)

. Béhem pasazovani doslo
k rozsahlym delecim v genomu zahrnujicim i geny pro unik pfed imunitnim systémem hostitele,
coz zpusobilo zazeni hostitelského spektra véetné neschopnosti mnozit se v lidkych bunkach, a
to z n¢ho déla idealni vektor pro klinické vyuziti 1 u imunosuprimovanych pacienta (553,554, 585)

Virus MVA prochazi celym zivotnim cyklem napfiklad v kufecich fibroblastech a BHK-21
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kfec¢ich bunkach, v ostatnich typech je sice schopen replikovat svoji DNA, ale v pozdni fazi
infekce nevytvafi zralé funkéni virony (318 953)y

Do obou kment byl vlozen gen pro E7 antigen v podobé fazntho konstruktu
SigE7LAMP popsaného v kapitole 2.13. Pro zvySeni imunitni odpovédi proti E7 antigenu byly
do genu pro virovou thymidinkinazu vlozeny geny pro cytokiny mGM-CSF ¢i hFIt3 ligand, nebo
pro extracelularni ¢ast receptoru IL typu pro TGF- ¢ jeho upravenou variantu fuzovanou s Fc
fragmentem IgG. Preruseni genu pro thymidinkinazu zaroven zvysilo selektivitu viru pro
nadorovou tkan. Takto lze zasahnout do ristu nadoru na vice drovnich. Jednak je stimulovan
cely imunitni systém uvolnénim cytokind, na druhou stranu se virus vyhodnéji mnozi v nadorové
tkani, kde po lyzi infikovanych bun¢k dochazi k uvolnéni bunécného obsahu do prostiedi a tak se
zvy$i 1 mnozstvi imunostimula¢nich molekul v okoli nadoru.

GM-CSF ma velky potencial pro podpurnou lécbu nadort. Rekombinantni viry vakcinie,
adeno ¢i herpes viry obsahujici lidsky GM-CSF jiz byly pouzity nejen v laboratornich, ale 1
v klinickjch podminkach (426 414, 415,556,857, 272) "yr¢qjedky preklinickych a klinickych studif se
ale mohou lisit, protoze i lidsky a mysi GM-CSF si nejsou uplné¢ podobné. Mysi cytokin indukuje
rast granulocytarnich/makrofagovych (GM) kolonii, kdezto lidsky cytokin ma Siroky zibér a
podporuje rust nejen GM kolonii, ale i eosinofila, zirnjch bunék, megakaryocyta ¢i smésnych

. (558)

hematopoietickych kolonif . U rekombinantniho adenoviru zvysila exprese GM-CSF jeho

onkolytické ucinky, u atenuovaného herpesviru zpomalila rist nadoru 1 jeho metastaz (589.557)
Pii intratumoralnim podani zvysuje mnozstvi imunitnich bunck infiltrujicich do nadoru. Byl
vytvofen virus vakcinie JX-594, odvozeny z kmene Wyeth s deleci thymidinkinazy, ktery se
v pacientech replikuje a je schopen napadnout nador i metastazy diky s$ifeni krevnim obéhem.
V nadorech doslo ke zvysené infiltraci T lymfocyta a k dbytku tkané u raznych typt solidnich

(560, 295, 306)

tumora . Jesté lepsi vysledky byly zaznamenany 1 pfi pouziti dalsi vakcinie

exprimujici GM-CSF pojmenované JX-963 a odvozené z replikujictho se kmene WR (294,561)
Vakcinie ma sice pfirozenou selektivitu pro mnozen{ v nadorech, ale ta se mnohonasobné zvysuje
(jako v pfipadé JX-963 rekombinanty) deleci genti pro thymidinkinazu i VGF (294)

V nasem pifipadé byl pouzit nereplikujici se vektor MVA exprimujici GM-CSF. Jeho
intratumoralnim podanim jsme chtéli zvysit rekrutovani imunitnich bunék do nadoru a tim 1 jeho
likvidaci touto cestou. Zaroven vektor exprimoval nadorovy antigen E7 uvolnovany ve vysoce
imunogenni varianté SigE7LAMP. Ucinky virové vakciny jsme navic podpotili kombinovanym
schématem imunizace s DNA vakcinou, kterd sama o sobé ma jen nizkou schopnost redukce

nadord. Kombinace vakcin umoznila i 1écbu nadora tvofenych bunikami TC-1/A9, které jsou

znacné odolné vuci imunitni obrané. Kromé zpomaleni rastu nadorové masy se nam podafilo
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ovlivnit také nadorové mikroprostfedi, jak potvrdilo histologické zpracovani nadord i jejich
FACS analyza. Ackoliv jsme méfili vice povrchovych markerd imunitnich bunék,
k signifikantnimu rozdilu doslo pouze v poctu T lymfocyth (CD3"). Pouzitim DNA vakciny se
zménila také imunogennost nadort zvysenim povrchové exprese MHC gp 1. tiidy.

Podavanim proteinu FL dochazi ke zpomaleni rastu implantovanych nadord u mysi

(562.963) P stimulaci proliferace za pomoci FL se u mysi pouziva davka 10-20 HPg na mys

podavana denné po dobu minimalné 10 dni (3% °®%)  P§i systemickém podéavéni se zvysuje pocet
NK, makrofagt, dendritickych bun¢k a T lymfocyta (Maraskovsky et al, 1996; Muench et al,
2000). Pii podavani nadorovych bunck produkujicich FL, pfipadné FL v kombinaci s GM-CSF,
se u mysi vytvorfi vyssi imunita proti ¢elenzi rodicovskymi bunikami (Braun et al, 1999; Kim et al,
2002;Li, 2003 15413 /id}. Jako DNA vakcina ma FL adjuvantni efekt, zvy$uje CDS8"
cytotoxickou odpoveéd proti nadorovym antigenim (568) 'Na rozdil od systemického podani FLL
proteinu ale nedochazi u DNA vakciny ke zvyseni poc¢tu NK a DC bunck (567) | Podobné jako
GM-CSF byl i FL pouzit jako rekombinantni protein produkovany viry. Jeho exprese
v adenovirech zvysila mnozstvi CD11b" a CD11c" bunék v krvi a zpomalila rast nadord (568)

Gen pro solubilnf formu FL jsme pouzili pro klonovani do virové thymidinkinazy
replikacné kompetentniho viru P13. Jelikoz lidsky i mysi protein jsou si v ucincich rovnocenné a
zameénitelné, nebyl problém pouzit lidsky gen pro pokusy v mysich. Predpokladali jsme, Ze infekci
mysi rekombinantou exprimujici FL. budeme nespecificky stimulovat imunitn{ systém mysi a
pfipravime ho tak lépe na boj proti nadorovym bunkam. Dale jsme pfedpokladali, ze v kombinaci
s expresi E7 antigenu podpofime specifickou cytotoxickou imunitni odpovéd mysi a po celenzi
buntkami TC-1 dojde k pomalej$imu rastu nadora nebo dokonce k uplnému odhojeni bunék.

Na rozdil od mysi inokulovanych virem exprimujicim GM-CSF doslo po imunizaci mys{
dvojitymi rekombinantami exprimujicimi FL a E7 geny ke kratkodobému nartstu poctu
slezinnych CD8" T lymfocyth specifickych pro E7 antigen, ale po dalsich tfech tydnech se rozdily
mezi skupinami vyrovnaly. Podobn¢ jako GM-CSF vykazuje FL pouze pfechodné dspéchy v
lécbé. Predpoklada se, ze jen kratkodobé pozitivni ptisobeni GM-CSF je zpusobeno pozdéjsim
vznikem supresorovych bunék (MDSC) produkujicich inhibiéni cytokiny TGE- a 11.-10 (%69)
Tyto bunky jsou schopné potlacit funkce nadorové specifickych T-lymfocyta (249) Jedna se o
heterogenni skupinu ¢astecné nediferencovanych monocyta a granulocytt charakterizovanych
markery Gr1"CD11b". MDSC maji na povrchu IL-4R0 a produkuji také IFN-y a I1.-13, jejichz
kooperace m4 za nasledek paradoxné sniZeni T,;1 odpovédi a inhibici CD8" T lymfocytd, ackoliv

(

ty by se interferonem naopak mély aktivovat 570) | Méfenim zastoupeni bunéénych subpopulaci

v nadorech jsme zjistili, ze GM-CSF v nasich pokusech nastésti nevyvolal vzestup MDSC.
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Supresorova subpopulace v nadoru muze vzniknout také nadmérnym podavanim GM-CSF (571),
Této situaci jsme se vyhnuli pravdépodobné diky volbé vhodného vektoru, ktery neni schopen
tento cytokin v mist¢ nadoru overexprimovat. V pokusech, kde jsme pouzivali rekombinanty
exprimujici FL, jsme sice bunky infiltrujici nadory nesledovali, ale analyzovali jsme zastoupeni
jednotlivych subpopulaci ve slezinach v raznych intervalech po infekci. Zjistili jsme, Ze
rekombinanta, ktera se nejlépe osvédcila v prevenci rastu TC-1 nadord a zaroven vyvolala
nejvyssi kratkodobé zvyseni E7 specifickych CD8" lymfocytd (P13-SigE7LLAMP-H5-FL), také
produkovala FL v tak vyhodné intenzité, ze zabranila vzniku a rozvoji myeloidni supresorové
populace Gr1"CD11b".

Nadorové mikroprostredi je tvofeno komplexni siti bunéénych a biochemickych interakei,
kde jednu z ustfednich roli hraje cytokin TGF-P. Je produkovan jak nidorovymi burikami, tak
napf. i infiltrujicimi supresorovymi MDSC burikami. TGF-f3 aktivuje nddorové fibroblasty (CAF),
které zpétné podporuji expanzi nadorti a samy také produkuji dalsi TGF-B (44°572) Take

indukuje vznik dalsi supresorové populace bunék odvozené z infiltrujicich imunitnich bunck,

(573, 449)

tentokriat odvozené od T lymfocytd — T,

. Abychom zabranili strukturnim zménam
v nadorech, rastu jejich tkané a oslabeni imunitni odpovédi pfitomnymi supresorovymi bunkami,
zkonstruovali jsme replikujici se viry P13 nesouci v pferuseném genu pro thymidinkindzu
cizorody gen pro solubilni receptor TGF-f3 (P13-sTBRII), nebo jeho variantu kédujici receptor
fuzovany s Fc fragmentem IgG1l a C-koncovou ¢&isti Jun (P13-sTBRII-Fc-Jun). Fc fragment
poskytuje fuznimu proteinu dimerizacni doménu, diky niz je zvysena afinita receptoru k volnému
TGF-B (574, Fragment Jun pfipojeny za Fc zachovava vyhodu dimerizace, ale snizuje vazbu Fc
fragmentu na FcR a tim 1 cytotoxicitu vazanou na protilatky ¢i komplement (Kowalczyk, osobni
sdéleni). Cytotoxické T lymfocyty transdukované retrovirem kodujicim dominantné negativni
formu TPRII se ukizaly byt odolné vici pasobeni nadorového TGF-B a vykonavaly spravné
svoji funkci (579 U¢elem pouziti nasich rekombinantnich vira bylo aktivovat imunitni systém
odebrinim nadorového TGF-f a ziroverl poskytnout dostate¢né silny stimulacni signil pro
vytvofeni protinadorové anti-E7 imunitni odpovédi, tudiz vSechny viry byly zkonstruovany 1 jako
dvojité rekombinanty nesouci kromé receptoru také modifikovany gen pro E7 antigen, protoze
jiz dffve bylo zjisténo, ze imunitni odpovéd proti nidorovym antigenim je mozné zvysit
podanim DNA kédujici STBRIT ¢37€)

Pokusy s transdukovanymi nadorovymi bunikami EpRas a CT26 exprimujicimi negativné
dominantni verzi TBRII (s nefunkéni kinazovou doménou) ukéazaly in vive, ze takové buriky ve

srovnani s rodicovskymi vykazuji snizeny karcinogenni potencial, nedochazi k epitelilné-
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(577)

mezenchymaln{ tranzici a je inhibovana tvorba metastiz . Zkracené solubilni receptory o

mensi molekulové hmotnosti sSTBRII a sTPRII-Fc-Jun jiz byly také vyzkouseny v pokusech
ovéfujicich jejich vliv na inhibici ristu nidord. Retrovirem nesoucim gen pro sTBRII
transdukované nadorové burky EL4 (thymom) bylo dosazeno systemické neutralizace TGF a in
vivo do§lo k obnoveni cytotoxickych funkci nidorové specifickych CD8" T lymfocytd, pro které je
dulezita produkce petforinu, granzymu A/B ¢i IFN-y (578.447) " Blokovanim TGF-B pomoci
solubilniho receptoru je mozné vyvolat odpoved proti malignimu mesoteliomu vykonavanou

(579)

taktéz CD8" T lymfocyty, vzrostl jejich pocet ve slezinich mysi s nadory . Chimericky

receptor TBRII-Fc uc¢inné neutralizuje profibrogenni udcinky TGF-Bu cithézy jater a

hepatocelularniho karcinomu (580)

. Byl pouzit i pfi experimentalni 1écbé nadora prsu (bunky
4T1, MCF7 a EMTO0), pferusil autokrinni stimulac¢ni signalizaci TGF-[3, snizil jejich proliferaci a
zvysil tak apoptézu nadorovych bunck (441,581) Jeho exprese v MCF-7 bunkach nadoru prsu
snizuje 1 tvorbu metastaz (234) 'V kombinaci s chemoterapii zabratiuje TBRII-Fc rastu bunck
karcinomu §titné zlazy KAT-4 (°82) U nidort zpasobenych papilomaviry je zndmo, ze E6/E7
antigeny zpusobuji pokles exprese receptort pro TGF-3, ¢imz témto burkam zajist'uji odolnost
v jeho inhibi¢nim cinkam, narozdil od infiltrujicich imunitnich bun¢k (38%) .V lé¢be TC-1
nadora pomoci rekombinantntho adenoviru exprimujictho E7 antigen bylo dosazeno inhibice
rstu karcinomu zvy$enim mnozstvi aktivovanych CD8" T lymfocytd (CD25") ve slezinach i v
nadorové tkani pfi kombinaci vakciny s orilnim podinim SM16 (inhibitor TGF- receptorové

tyrosin kindzy), nebo s intraperitonealni aplikaci proteinu TPRII-Fc (584)

. Receptor zde byl
podavan kazdy tfeti den po aplikaci virové vakciny v mnozstvi 1mg/kg. V nasem piipadé jsme
virovou vakcinu rovnou upravili k expresi E7 antigenu i chimerického nebo rozpustného
receptoru, u obou typa rekombinant jsme prokazali schopnost receptoru vazat TGF-B i vitro.
Mnozstvi receptoru vyprodukovaného virem vsak nebylo pfesné stanoveno. Samotné podani
rekombinantni vakcinie nezvysilo mnozstvi antigen-specifickych CD8" T lymfocyti ve slezinach.
Pozdéji pii terapii TC-1 nadort virovou vakcinou sice doslo k redukei nadorové tkané, ale k
na$emu piekvapeni jsme lepsich vysledka dosahli aplikaci viru exprimujictho sTBRII nez vice
afinitniho sTBRII-Fc-Jun. Stanovovali jsme také mnozstvi T, ve slezinach, ale nenasli jsme jejich

vyznamné snizeni ve srovnani s kontrolnimi skupinami (nepublikované vysledky).
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4.3 ATENUACE VAKCINIE EXPRIMU]JICI FL

Zkonstruovali jsme replikujici se viry P13 exprimujici solubilni isoformu lidského Flt3
ligandu (FL). Exprese FL byla fizena slabym c¢asnym H5 promotorem, nebo silnym syntetickym
casné/pozdnim E/L promotorem. Predpokladali jsme, ze vétsina naseho rekombinantniho
proteinu bude smérovana ven z infikovanych bunck a Ze pfi vyuziti vird pro dcely nadorové
terapie bude FL podporovat ¢innost imunitniho systému. Pii silné expresi fizené E/L
promotorem jsme vsak zjistili, ze pfekvapivé velké mnozstvi proteinu zistava také uvniti bunck a
uvoliiuje se teprve po jejich lyzi v koneéné fazi infekce stejné jako veétsi cast samotnych
maturovanych viriona. Tento ,,nadbyte¢ny” FL se dostava do partikuli hned v ranych fazich
morfogeneze, jak ukazala frakcionace viriond, pfi které jsme FL detekovali ve virovém jadfe. Bylo
jiz nékolikrat prokazano, ze do partikuli mohou byt vlozeny jak bunécné proteiny (pfevazné do
membran IEV), tak i cizorody gen exprimovany vakcinii a to do jaderné i membranové ¢asti
vitionu (72 585586, 587, 588) / jaderné oblasti viru se nenachazi zadné virové proteiny, které by
byly glykosylované, protoze glykosylované proteiny jsou az soucasti IEV membran (85 Tomu
odpovidala i nizka mira glykosylace FL proteinu, ktery jesté¢ neprosel pozdéjsim procesem
glykosylace v Golgiho aparatu. Dosud se pfesné nezjistilo, jakym mechanismem dochéazi ke

« (589)

smérovani proteina do virovych , factories . U proteint virového jadra je mozné, ze za

lokalizaci mze N-koncova sekvence spiSe nez terciarni struktura celého proteinu (78,590)
Srovnanim sekvenci hlavnich proteint virového jadra (4a, 4b, 25K) s FL jsme nezjistili Zadnou
vyznamnou shodu. Protein FL je strukturné podobny interleukinu 4. V nasi laboratofi jsme sice
rekombinanty exprimujici 1L.-4 m¢li, ale z bezpecnostnich davodu (vysoka patogenicita diky
posunu k T,,2 odpovédi) byly tyto viry bohuzel zniceny dfive, nez jsme mohli zjistit, zda se 1L-4
nahodou také neinkorporuje do viriona. Pak by bylo jasné, zda se jedna o nahodnou inkorporaci,
nebo o sekvenéni zavislost.

Zjistili jsme také, ze virus P13-E/L-FL neni schopen se pomnozit iz vitro v makrofazich a
in vivo v mysich ovariich. Takova pozorovani atenuace virt exprimujicich cytokiny jiz také byla
pozorovana. Jelikoz rekombinantni viry produkovaly 1L-2, IL-12 nebo IL-15, jednalo se spise o
atenuaci zpusobenou zvysenou T};1 imunitni odpovedi proti viru (591,351, 592) Jelikoz jsme jiz
vedéli, ze se FL stava soucasti viriont P13-E/L-FL, zkoumali jsme jeho vliv na biochemické
slozeni partikuli. V membranach vakcinie se nachazi dva hlavni proteiny zodpovédné za vazbu
viru na bunky — H3 a D8 — vazajici heparansulfat a chondroitinsulfat. Protein H3 byl
v membranové frakci nalezen ve dvou velikostech (37 a 34kDa), molekula o niz§i hmostnoti

vznika proteolytickym sestfihem pfi maturaci viriona (77.593.23) "y virionech kontrolnich vird

jsme nasli H3 o velikosti okolo 30kDa podobné jako Lin et al, 2000 (23) | P13-E/L-FL chybi H3
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o niz${ hmotnosti, nicméné vyznam vyskytu obou velikosti ve virionech neni znamy stejné jako
jejich vliv na infek¢nost. Nepfitomnost H3 proteinu zpomaluje tvorbu IMV, nasledné i CEV a
syncytif, ale neovliviiuje inkorporaci dalsich membranovych proteind, jako jsou D8, A27 a L1
(599 "7 tohoto divodu jsme pfedpokladali, Ze - a¢ pfitomen v jiné isoformé - zména H3 nebude
mit na infekénost viru velky vliv. Predikovana velikost proteinu D8 je 35kDa, v normalnich
virionech nachazi v oblasti kolem 32kDa. D8 neni pro rtst vakcinie iz vitro esencialni. Velka cast

jeho molekuly (85%) je vystavena vné virové membrany (595, 22)

. U kontrolnich vira byly
nalezeny obé velikosti D8, u viru P13-E/L-FL byl D8 protein piitomen pouze ve vyssi
molekulové hmotnosti. Maze byt zahrnut do slozitéjsich struktur virionu, jelikoz je schopen

tvofit disulficické vazby s dal$imi virovymi proteiny (59)

. Flt3 ligand ve své molekule také
obsahuje disulfidické vazby, které mu umoznuji slozeni do nativni konformace; ve virionu je FL
pevné vazan az ve spodn¢jsich jadernych vrstvach. Nicméné v nékterych vzorcich
frakcionovanych viriona se nam podafilo detekovat velmi slaby signal FL i ve druhé membranové
frakci, ktera je rozvolfiovana smési obsahujici dithiothreitol, ktery ucinkuje jako redukeni agens,
coz by hovofilo ve prospéch S-S vazby FL s virovymi proteiny. Nahodna detekce FL v§ak mohla
byt vysledkem kontaminaci viriona bunéénymi membranami pfi pfipravé precisténych preparatu,
nebo nedokonalym oddélenim frakei pfi rozvolfiovani viriont. Neutralizaci infek¢nosti viru P13-
E/L-FL jsme byli schopni vyvolat protilitkou proti FL, ktera viriony shlukla k sob¢ a znemoznila
tim infekci bun¢k. Pro tento vysledek jsou zde tedy dvé moznosti vysvétleni. Jednak muze byt FL.
zakotven ve virovém jadfe a ¢ast jeho molekuly by mohla prochazet membranou a poskytovat tak
neutralizacni epitop pro protilatky. Nami pouzivany FL je ale solubilni molekula bez
transmembranové domény, ¢ili je otazka, ktera ¢ast jeho molekuly muaze projit membranou. Dalsi
moznost{ je, ze 1 minimaln{ (vétSinou nedetekovatelny) obsah membranové vazaného FL (vazba
s D8 vné¢ membriny?) mohl byt dostacujici pro neutralizaci P13-E/L-FL. V tom pfipadé¢ by ale
bylo spravné predpokladat, Ze by mohlo dojit k neutralizaci také u P13-H5-FL viru, ktery jinak
nevykazoval zmény oproti kontrolnimu viru. Ovsem u P13-H5-FL jsme dosahli po inkubaci
s protilatkou proti FLL pouze nepatrné zmény infekénosti. Spravnou odpoveéd na otiazku presné
lokalizace FL ve virionu by nam pravdépodobné poskytla kryo-imunoelektronova mikroskopie,
kterou jsme bohuzel neméli moznost provést ¢ 72).

Hlavni proteiny virového jadra jsou 4a, 4b a 25K (geny A10L, A3L a L4R) a tvofi asi 33%
celkové hmoty virionu. Jsou produkovany jako vysokomolekularni prekurzory (97, 65 a 28kDa) a
jejich Stépeni v sekvenci Ala-Gly-X je esencialni pro tvorbu infekénich viriond; funkeni proteiny
jsou velké 62, 60 a 25kDa (597,598,599, 600, 590) v/ nagem pfipadé je zména proteinového slozeni

virového jadra patrna jiz v obsahu zralych forem 4a a 4b proteint — u kontrolnich virt tvofi na
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SDS-PAGE jasné oddélené prouzky o vysoké koncentraci, ale u P13-E/L-FL se jejich prouzky
ztraci v zaplaveé dalsich proteind. Protoze u kontrolnich virt je oblast nad 60kDa pomérné chuda
na pfitomnost proteind, zatimco u P13-E/L-FL je zde stile silné¢ batvena ¢ast, nabizi se otazka,
zda zmény v proteinovém slozeni mohou byt dané chybnym proteolytickym stépenim pifi zrani
viriont. Vsechny virem fizené proteolytické procesy, kterym podléhaji vakciniové proteiny, se
tykaji tvorby IMV partikuli. Vakciniové proteiny ,,zraji* riznymi posttranslacnimi modifikacemi,
jako jsou myristylace, acylace, fosforylace, glykosylace, ADP-ribosylace a proteolytické Stépeni

(590) Proteolyza nékterych membranovych proteind (napf. hemaglutinin), které jsou soucasti

IEV/EEV, provadi bunécné enzymy az pii transportu z ER do plasmatické membrany (601),
Hlavni virové proteiny jsou vsak Stépeny béhem morfogeneze viriona vlastnimi virovymi
proteazami, G1 a 17, které jsou pak i soucasti zraljch viriond (9% 693 17 protedza je dilezitejs
nez G1, pfi zablokovani jeji funkce dochazi k zastaven{ stépeni tff hlavnich jadernych proteind a

604) ) . . .
(604 " Pitomnost proteaz ve virionech jsme nestanovovali.

tim 1 bloku morfogeneze viriont
V imunoblotech sice chybi u viru P13-E/L-FL v jadernych frakcich dva proteiny detekované
mysim polyklonalnim anti-vakciniovym sérem, které by velikosti (68 a 49kDa) mohly odpovidat
virovym proteazam, ale za nasich podminek pro MALDI analyzu (barveni Coomassie blue) jsme
v oblasti jejich velikosti byli schopni rozpoznat pouze zmény v obsahu jinych proteint. Nicméné
na prvni pohled bylo z nasich vysledka patrné, ze u P13-E/L-FL doslo v jaderné frakei k velkym
zménam v proteinovém slozeni. Podle imunoblotu chybi nékolik proteind, nebo jsou, jak ukazalo
1 barveni SDS-PAGE Coomassie blue, nespravné velikosti a pravdépodobné tedy nedostatecné
posttranslacné modifikované. Tubulin, podobné¢ jako mnoho dalsich bunéc¢nych proteina, byva
soucasti IMV partikuli, jak je vidét v tabulce ¢. 5 v literarnim tvodu, a byl ve vys$si koncentraci
nez u kontrol nalezen v pattikulich P13-E/L-FL. Dalsim bunéénym proteinem, ktery se v P13-
E/L-FL vyskytnul ve zvysené mifte, byl GAPDH. Ten sice nebyl detekovan jako souc¢ist IMV
(78 | ale jedna se o bézny bunéény enzym, ktery je schopen se vazat i na aktinova vlakna (605),
Ta ovsem jiz jsou soucasti IMV, do P13-E/L-FL se tedy GADPH dostal pravdépodobné
nahodné spolu s aktinem.

V souvislosti se zménami v hlavnich membranovych proteinech jsme zjistili, Ze
nedochizelo i vitro ke zménim v infekénosti viru P13-E/L-FL ve srovnani s kontrolami.
Testovali jsme tedy, v jaké fazi infekce je mnozeni viru v nékterych typech buné¢k inhibovano.
Rozborem jednotlivych fazi infekce pomoci RT-PCR a imunoblota jsme zjistili, ze k inhibici
mnozeni P13-E/L-FL dochézi az na Grovni exprese pozdnich proteint. K transkripci pozdnich

mRNA sice dochazi, ale jejich translace je silné¢ potlacena, takze vznikd ve srovnani

s neinhibovanym virem P13-H5-FL jen zlomek dcefinnych viriona. Vyloucili jsme moznost
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zvyseného vyvolani apoptozy virem P13-E/L-FL, jelikoz pozitivita na ¢asné i pozdni markery
bunééné smrti (annexin a $tépeni PARP) byly srovnatelné ¢i dokonce nizsi nez u kontrolnich
vira. Pro¢ pfesné tedy dochazi kinhibici pozdni translace a ktak zdsadnim zménam
v proteinovém slozeni partikuli P13-E/L-FL, jsme z molekuldrniho hlediska nezjistili.

Pri prilezitosti sledovani pohybu FL v infikované bufice jsme také objevili novy bunécny
protein (jejich pfehled viz literarni tvod), ktery méni svoji lokalizaci v pribéhu infekce. Jedna se o
cis-Golgi protein GM-130 umistény z vnéjsi strany membran, ktery svou cinnosti udrzuje
sttukturu Golgiho aparatu a interakci s pl115, GORASP1/GRASP65 and Rabl zajist'uje
vesikularni transport mezi ER a Golgiho aparatem (606,607, 608) pyjtein p115 pendluje mezi ER
a GA, jeho nasednuti na GA zajist'uje pravé interakce s GM-130 (609, 610) ' Nekolik hodin po
infekei je relokalizovan do virovych ,factories®, kde zajist'uje dosud neznamou funkci. Jelikoz
v cis-Golgi ptsobi jako matrixovy protein, mohl by se Gcastnit ve spolupraci s virovym D13
tvorby leseni nutného pro tvorbu dcefinnych viriont a napf. zprostfedkovat interakce proteint

virového jadra s prvni virovou membranou.
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5 ZAVER
Virus vakcinie byl, je a urcité i bude hojné vyuzivan jako virovy vektor. V dnesni dobé je
v béhu mnoho preklinickych i klinickych studii 1écby nadort, kde se vyuziva rekombinantni
vakcinie pro dopraveni a expresi gent a indukci imunitni odpovédi ¢i k ni¢eni nadord pomoci
onkolytickjch vlastnosti viru. Uspé$na byla 1é¢ba nadora prsu a prostaty pomoci vakcinie

(611,612,613) © muré  kombinace rekombinantni vakcinie a

exprimujici mucin a IL-2
nereplikujictho se fowlpoxviru, jez oba exprimovaly nadorovy antigen NY-ESOI1, pfinesla
Gspéch. Vakcinace pacientli s rznymi typy nadort vyvolala tvorbu CD8" i CD4" T bunééné
odpovédi proti NY-ESO1 (287) Vysoce atenuovany MVA byl pouzit pro imunizace proti
melanomu (antigeny NY-ESO1 nebo melan-A), ackoliv reakce organismu nebyla silna ani
v kombinaci s DNA vakcinou (84 ¢1% Atenuované kmeny vakcinie jakozto bezpecné vektory
jsou testovany na vyvolani imunity u pacientd infikovanych malarii nebo virem HIV

(616.617,618) ~ py, ucely vyvolani profylaxe ¢i pro terapii imunosuprimovanych osob jsou

vyvijeny stale bezpecnéjsi zivé vakciny. Dnes se t¢${ stale vétsi oblibé poxviry s pfirozenymi
hostiteli z pta¢i fise — fowlpoxvirus a canarypoxvirus, jez se uzivaji v ockovacich schématech
»prime-boost* spolu s replikujici se vakeinii, nebo s atenuovanym kmenem MVA. Ptaci viry se
sice nemnoz{ v savcich a nenf proti nim preexistujici imunita, nevyhodou pouziti ptacich poxvira
vsak pfi vyrobé vakciny muze byt inkorporace ptacich proteint do virionu, které by nasledné
mohly vyvolat napf. potravinové alergie. U atenuovaného kmene MVA je zase problematické
namnozit virus do vysokych titrt. Moznost, jak snadno atenuovat virus, nam ukazala
rekombinanta P13-E/L-FL, kde siln¢ exprimovany cytokin inhiboval mnozeni v mysich a
v nékterych bunéénych liniich. Takovy virus by se dal pravdépodobné vyuzit pro bezpecnou
intratumoralni stimulaci imunitni odpovédi.

Asi nejuspésnéisi vakcinou odvozenou od poxvirt je prozatim vicenasobna rekombinanta
exprimujici tzv TRICOM - trojici kostimulacnich molekul B7.1, ICAM-1 a LFA-3 — at’ uz je
umisténa v replikujici se vakcinii, nebo v nereplikujicich se MVA ¢i fowlpoxviru. Kombinace
exprese TRICOM s nadorovym antigenem vyvolava specifickou T bunécnou odpoved proti fadé
typt nadori (619:620:621) "pro nodporu imunitniho systému byl navic pouZit i protein GM-CSF
(622) " Rekombinantni vakcinie exprimujici E6/E7 antigeny vyvolava silnou specifickou
protinadorovou imunitu v preklinickych pokusech a klinicky byla testovana v ruznych ockovacich
schématech ve zdravych dobrovolnicich a zenach s rozvinutou cervikalni neoplazii. Vakciny byly
pacientkami sice dobfe snaseny, ale vyvolané cytotoxické odpovedi a protilatky proti E7 proteinu
byly daleko slabsi nez proti E6 proteinu a zmény klinickych pfiznakia nebyly moc zfetelné

(623,624, 625, 626, 627, 628, 629, 630) My jsme se snazili protinadorovou odpovéd proti
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papilomavirovému E7 antigenu v modelu TC-1 bunék podpofit koexpresi pomocnych molekul
s nadorovym antigenem v jednom virovém vektoru. Cytokiny GM-CSF a Flt3 ligand mély
vyvolat silnéjsi odpovéd’ stimulaci proliferace imunitnich bunék, solubilni receptor pro TGF-3
mél modulovat nadorové mikroprostfedi a umoznit tak imunitnim bunkam vzpamatovat se
z inhibiénich ucinkt nidorového TGF-B. Mnozstvi cytotoxickych T lymfocyta specifickych pro
E7 antigen se sice zvysilo pouze pfi pouziti rekombinanty exprimujici FL, nicméné vsechny tfi
typy rekombinantnich vird nakonec v nékterém z pouzitych schémat imunizace (profylaxe vs.
terapie) byly uspésné a redukovaly rist experimentalnich nadora.

Preklinické i klinické testy ukazuji, ze v imunoterapii dysplazif a neoplazii délozntho ¢ipku
zpusobenych papilomaviry zatim neexistuje jednoducha cesta k jejich uspésnému vyléceni. Je
nutné kombinovat staré osvédcené pfistupy (chirurgie, chemoterapie, radioterapie) s novymi
aktivnimi i pasivnimi imunoterapeutickymi metodami. Ty se neustale vyviji a zlepSuji, jejich
ucelem je obnovit funkénost imunitnfho systému, modulovat nadorové mikroprostiedi a posilit
presentaci antigenu ¢i zlepSovat efektorové funkce T lymfocytd cilenych proti nadorovym
antigenam. Volba vhodné kombinacni strategie lécby pro manipulaci imunitniho systému
pacienta k boji proti HPV nadorim si jist¢ vyzada jest¢ mnoho energie vlozené do klinickych

studii.
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7 SOUHRN

Virus vakcinie lze vyuzit pro vyvolani imunitni reakce proti virem produkovanému
heterolognimu proteinu a organismus tak pfipravit na obranu proti pfirozenému producentu
tohoto antigenu, napf. viru nebo nadorovych bunék. V nasi laboratofi jsou vyvijeny vakciny proti
nadoram zpuasobenym lidskym papilomavirem typu 16 (HPV16). Pouzivaji se rekombinantni viry
vakcinie odvozené z replikujiciho se kmene P13 nebo atenuovaného MVA. Rekombinantni viry
byly pouzity v profylaktickych 1 terapeutickych schématech 1écby u mysiho modelu nadorovych
bun¢k TC-1 ¢i TC-1/A9. Rekombinanty exprimovaly papilomavirovy onkogen E7 ve formé
vysoce imunogenniho SigE7LAMP faznfho konstruktu. Pro podporu imunitniho systému byly
do virt vlozeny navic i geny pro stimula¢ni cytokiny GM-CSF nebo FlIt3 ligand, které vykazuji
adjuvantni vlastnosti pfi vyvolani protinadorovych odpovédi. Pro imunomodulaci nadorového
mikroprostfedi byly do rekombinantnich vird vlozeny geny pro solubilni receptory pro TGF-[3,
jejichz funkci bylo snizit inhibi¢ni vliv nidorového cytokinu TGF-B. Intratumordlni i
intraperitonealni podani vira vedlo ke zvyseni protinadorové odpoveédi, u virt exprimujicich Flt3
ligand také ke zvyseni poctu cytotoxickych E7-specifickych T lymfocyti. Exprese GM-CSF a FIt3
ligandu zabrinila vzniku supresorovych MDSC bun¢k, ale exprese teceptoru pro TGF-f3
pfekvapivé neovlivnila pocet supresorovych T-regulacnich lymfocyta.

Dale jsme zjistili, ze silna exprese Flt3 ligandu 7z vitro u jednoduché rekombinanty vedla ke
zménam v proteinovém slozen{ viriond. Malo glykosylovana molekula ligandu je inkorporovana
do virionu, dochazelo ke $patnému proteolytickému stépeni proteind virového jadra a ke
zménam v obsahu hlavnich virovych membranovych proteint. Virus byl inhibovan pfi mnozeni
v bunécnych kulturach krevniho puvodu a v mysich ovariich. Inhibice 7z wvivo méla také ve
srovnani s malo produkujicim virem za nasledek snfzenou hladinu Flt3 ligandu v séru

infikovanych mysi.
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8 SUMMARY

Recombinant vaccinia virus has been used for elicitation of the immune response against
expressed heterologous proteins which has led to protection of the host organisms against the
agents producing that antigen (viruses, cancer cells). In our laboratory, we designed and evaluated
several vaccines against cancer caused by human papillomavirus type 16 (HPV16). Vaccinia
viruses derived from replication competent strain P13 or attenuated MVA were used for
construction of recombinant viruses expressing HPV16-E7 in highly immunogenic fusion
construct SigE7LAMP. Recombinant viruses were used both in prophylactic and therapeutic
settings in mouse tumor models using TC-1 or TC-1/A9 cells. The genes encoding stimulatory
cytokines GM-CSF or FlIt3 ligand were inserted into the above viruses to support the immune

system and to potentiate the anticancer response. Tumor microenvironment was modified using
the recombinant viruses expressing both the E7 gene and soluble receptor for TGF-3 which

should decrease the inhibition of immune system caused by tumor TGF-3 cytokine and elicit the
response against tumor cells. Intratumoral or intraperitoneal administration of viruses enhanced
anticancer response in mice, the viruses expressing Flt3 ligand induced the proliferation of E7-
specific cytotoxic T lymphocytes. The expression of GM-CSF and Flt3 ligand prevented the
formation of suppressor cells MDSC; however, the expression of receptor for TGF-8 did not
influence the numbers of suppressor regulatory T lymphocytes.

We further determined that the strong Flt3 ligand expression by single recombinant virus
led to several changes in protein composition of virions 7 vitro. The low-glycosylated molecule of
the ligand was incorporated into virion core, proteolytical cleavage of viral proteins was incorrect
and there were also changes in composition of major viral membrane proteins. The virus
multiplication was affected in cell cultures derived from hematopoietic cells as well as in mouse
ovaries. The attenuation of virus zz vive has led also to decreased Flt3 ligand level in serum of

infected mice in comparison with other recombinant viruses expressing the cytokine.
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