Abstrakt

Modulace nadorového mikroprostiedi pfedstavuje moznost, jak inhibovat rast nadort a
posilit protinddorovou imunitni odpovéd. V piedlozené praci jsme pouzili pro modulaci
nadorového mikroprostiedi dvé strategie. Zaprvé, jsme zkonstruovali 'VACV Kko-exprimujici
tumor supresorovy gen pro vazebny protein typu 3 pro rlstové faktory podobné inzulinu
(IGFBP-3) a gen kodujici fuzni imunogen SigE7LAMP. Exprese IGFBP-3 byla fizena bud’
casnym vakciniovym promotorem H5 nebo syntetickym casné/pozdnim (E/L) promotorem.
Zjistili jsme, ze exprese IGFBP-3 tizena HS promotorem vede K produkci vétsiho mnozstvi
proteinu nez exprese fizena E/L promotorem. Imunizace mysi r'VACV P13-SigE7LAMP-H5-
IGFBP-3 inhibovala rist nadori TC-1 efektivngji nez imunizace kontrolnim virem
P13-SigE7LAMP-TK'. Zaroven indukovala také silng&jsi odpovéd T-lymfocytd proti VACV
antigentim. Pozorovali jsme, Zze vysoka exprese IGFBP-3 vedla ke zvySeni miry replikace viru a
to jak in vitro, tak in vivo, coz mé¢lo za nasledek déletrvajici antigenni stimulaci. Vysoka mira
produkce IGFBP-3 rovnéz korelovala s lepsi adsorpci viru P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 na
buniky CV-1 v porovnani s P13-SigE7LAMP-TK'. Identifikovali jsme dva rozdily ve struktuie
IMV  mezi viry P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 a  P13-SigE7LAMP-TK".  IMV
P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 do své struktury inkorporovaly protein IGFBP-3 a navic
obsahovaly vétsi mnozstvi fosfatidylserinu ve své vnéjsi membrané, coz pravdépodobné
zpisobilo zvyseny piijem téchto IMV buiikami prostiednictvim makropinocytoézy. Pro méfeni
obsahu PS jsme pouzili pritokovou cytometrii, kdy jsme purifikované viriony VACV
imobilizovali pomoci protilatek na mikrokuli¢kach.

Zadruhé, jsme zkonstruovali DNA vakcinu proti asparaginylové endopeptidaze legumain,
ktera je ve vysoké mife exprimovana M2 polarizovanymi TAM. Pro zvySeni efektivity DNA
imunizace proti legumainu, jsme navrhli nékolik modifikaci jeho aminokyselinové sekvence.
Tyto zahrnovaly mutagenezi RGD motivu, kterd vedla k inhibici maturace legumainu a zménu
v bunécné lokalizaci. Dale jsme provedli inzerci pomocného epitopu p30 odvozeného od
tetanového toxinu, ktery je schopny aktivovat pomocné CD4" T-lymfocyty. Obé pouzité
modifikace signifikantné posilily imunitni odpovéd’ proti legumainu. Jejich kombinace ovsem
dal$i signifikantni zvySeni nepiinesla. DNA vakcinace indukuje Tyl i Ty2 odpovéd, z nichz
pouze Tyl podporuje indukci protinddorové CD8" CTL. Pro posileni Tyl a CTL odpovédi jsme
pouzili adjuvans CpG-ODN nebo depleci Treg pomoci protilatky proti CD25. Podani
CpG-ODN nemélo zadny efekt. Deplece Treg ovSem signifikantné posilila imunitni odpovéd
indukovanou konstruktem LgmnRGG.TT1l. Imunizace za pouziti LgmnRGG.TTI1l byla
schopna signifikantné inhibovat rtist nadord, ale neovlivnila tvorbu plicnich metastaz ani pocet

TAM.



