Univerzita Karlova v Praze
Prirodovédecka fakulta

Postgradualni studium biomediciny
Studijni obor: bunééna a molekularni biologie, genetika a virologie

MUDr. Pavel Gabriel

Studie vlivu imunologickych adjuvans na experimentalni
1écbu nadort indukovanych HPV pomoci
rekombinantnich VACYV a DNA vakcin

Study of the effect of immunological adjuvants on experimental
treatment of HPV-induced tumors by recombinant VACV and DNA
vaccines

Dizertacni prace

Vedouci zavéreéné prace: RNDr. Sarka Némeckova, DrSc

Praha 2014



Prohlaseni:

Prohlasuji, ze jsem zavéreCnou praci zpracoval samostatné a ze jsem uvedl vSechny
pouzité informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna ¢ast nebyla predlozena

k ziskani jiného nebo stejného akademického titulu.

V Praze, 12. 3. 2013

MUDr. Pavel Gabriel



Predkladana dizerta¢ni prace byla vypracovana za podpory nasledujicich grantt:

- NS-10660-3/2009 IGA MZ CR

- MZ0 UHKT 2005 IGA MZ CR

- ERDF OPPK CZ.2.16/3.1.00/24001.
- NR 8004-3/2004 IGA MZ CR

- 310/04/004 GA CR

- 310/05/H5333 GA CR

ERDF OPPK CZ.2.16/3.1.00/24001

Chté&l bych podékovat své gkolitelce RNDr. Sarce Némeckové, DrSc. za odborné vedeni
prace, mnohé praktické i teoretické rady, trp€livost a neustalou podporu. Dale bych chtél
podékovat RNDr. Lud¢ Kutinové za jeji pomoc pii piipravé n€kterych rekombinant,
RNDr. Katarin¢ Babiarové, Ph.D. za provedeni metody ELISPOT, Ing. Jitce KryStofové za
provedeni qPCR, RNDr. Kamile Zurkové, Ph.D. za provedeni nékterych méfeni na
pratokovém cytometru, Mgr. Petru Hainzovi a RNDr. Vincentu Lucanskému, Ph.D. za
jejich pomoc pii in vivo pokusech a vSem ostatnim v laboratofi a doma, ktefi mé¢ svym

pratelskym piistupem podporovali.



ABSTRAKT

O uspéchu nadorové vakciny rozhoduji jak faktory souvisejici s vakcinou, které
urcuji hlavni parametry uc¢inné imunitni odpovédi, tak faktory souvisejici s hostitelem
pfedstavované imunosupresivnimi mechanismy, které umoziuji nadoru uniknout
imunitnimu systému.

V ptipadé VACV mulze v soucasnosti, kdy je z divodi bezpecnosti dévana
pfednost oslabenym nereplikujicim se virim, nastat problém s jejich nedostatecnou
imunogennosti. Proto jsou vyvijeny pomoci deleci neesencialnich gent vakcinaéni vektory
na bazi oslabenych rVACYV schopnych replikace, které navozuji silnou imunitni odpovéd'.
Za ucelem eliminace vlivu imunosupresivnich mechanismii nadorti jsou do vektort
vnaseny geny pro riizna imunologicka adjuvans (napf. geny pro cytokiny).

Prvni ¢ast prace popisuje nase studium vlivu vCCI na biologické vlastnosti r'VACV
odvozenych z kmene Praha. Pfi testovani delecnich a inzer¢nich mutant vCCI
exprimujicich s nddorem asociovany protein HPV16 E7 jsme zjistili, Ze secernovany vCCI
atenuuje virus in vivo, coz korelovalo se snizenou hladinou odpovidajicich CC chemokint
v krvi pfi porovnani s rodicovskym virem. Hodnoceni specifické CTL odpovédi metodou
ELISPOT IFN-y ukazalo, Ze imunogennost rVACV produkujiciho sekre¢ni vCCI je
podobna jako rodicovského viru nebo dele¢nich mutant. Imunizace rekombinantnim virem
produkujicim sekrecni vCCI méla nizsi 1écebny ucinek proti nddorim TC-1. Virovy CCI
snizil E7 specifickou odpovéd’ navozenou imunizaci biobalistickou metodou ,,gene gun*
DNA vakcinami pBSC-Sige7 LAMP a pBSC-vCClI.

Druha c¢ast prace popisuje naSe studium vlivu GM-CSF na imunizaci mysi vysoce
imunogennimi DNA vakcinami pfi jeho lokalni produkci virem MVA injikovanym do
nadort se snizenou expresi molekul MHC I. Dvé davky DNA vakciny v kombinaci s
nejméné dvéma po sobé jdoucimi IT ddvkami MVA-GM-CSF byly schopné signifikantné
inhibovat rist nadort. Pii analyze bunécné imunitni odpovédi vici proteinu HPV16 E7
metodou ELISPOT IFN-y jsme zjistili, ze in situ exprese genu GM-CSF nezvysila
systémovou E7 specifickou T bunéénou odpoveéd’. Dale jsme zjistili, ze lokalni injekce
MVA-GM-CSF zptsobily zvySeni poctu intratumoralnich CD3+ T bun¢k a ze DNA
vakcinace vedla ke zvySeni exprese molekul MHC typu I na nadorovych burkach in vivo.

Zavérecna cast prace obsahuje popis piipravy linie modelovych nadorovych bunék

vhodnych pro testovani riznych metod imunoterapie nadorti exprimujicich WT1.



ABSTRACT

The success of cancer vaccines depends on factors associated with the vaccine, which
define the main parameters of effective immune responses such as its size and quality, as well as on
factors related with the host, represented by the immunosuppressive mechanisms that allow the
tumor to escape recognition by the immune system or negatively influence the function of effector
T-cells.

Attenuated, non-replicating viruses are at present preferred as VACV for safety reasons.
A problem may arise concerning their lack of immunogenicity. Through the deletions of
non-essential genes, vaccination vectors are therefore developed based on attenuated rVACV
capable of replication, which induce a strong immune response. Genes of various immunological
adjuvants (e.g., genes for cytokines and costimulatory molecules) are inserted into the vectors for
the purpose of eliminating the influence of the immunosuppressive mechanisms of tumors.

The first part of the work describes our study of the influence of vCCI on biological
properties of r'VACV derived from the Prague strain. Testing of vCCI deletion and insertion
mutants expressing tumor associated protein HPV16 E7 has shown that secreted vCCI attenuated
the virus in vivo, which correlated with reduced levels of the corresponding CC chemokines in the
blood compared with the parental virus. Examination of the specific CTL response by
ELISPOT IFN-y method showed that the immunogenicity of the r'VACV producing secretory vCClI
was similar to that of the parental virus or deletion mutant in the C23L/B29R locus. Immunization
with the secretory vCCl-producing recombinant virus had a lower therapeutic effect against TC-1
tumors. Viral CCl downregulated the E7-specific response induced by gene-gun-mediated
immunization with the DNA vaccines pBSC-Sige7 LAMP and pBSC-vCClI.

The second part of the work describes our study of the influence of GM-CSF on the
immunization of mice with highly immunogenic DNA vaccines in the course of its local production
by MVA virus injected into tumors with reduced expression of MHC molecules. Two doses of the
DNA vaccine in combination with at least two consecutive i.t. doses of MVA-GM-CSF were able
to inhibit significantly the growth of tumors. The analysis of the cellular immune response to
HPV16 E7 protein by ELISPOT IFN-y revealed that the in situ expression of GM-CSF gene did not
enhance systemic specific T cell response to E7. Furthermore we found that the local injections of
MVA-GM-CSF induced an increase of intratumoral CD3 + T cell counts and that the DNA
vaccination resulted in up-regulation of MHC type I molecules on tumor cells in vivo. The final
part of the work contains a description of the preparation of the model line of cancer cells suitable

for testing different methods of immunotherapy of tumors expressing WT1.



293T
3B K

3B-HSD
75K

ACK buffer
AdV

APC

ATB
bFGF
bisAA

bp

BSA
BUdR
C57BI/6
CAF

CcC

CEF

CPE
CpG-DNA

CPV
CsClI
CSF-1
CTL
CTLA-4

CVA
DARC
DC

Seznam pouzitych zkratek

human embryonic kidney cell line

secreted protein of 35 kDa, viral CC-chemokine inhibitor (vCCI),
which binds CC-chemokines with high affinity

3-B-hydroxysteroid dehydrogenase

the 7.5K polypeptide of the WR strain of VACV and is a truncated
form of the 35K Lister protein

red cell lysis buffer
Adenovirus
antigen-presenting cell
antibiotic

fibroblast growth factor-b
bisakrylamid

base pair

bovine serum albumin
bromodeoxyuridine

strain of laboratory mouse
carcinoma-associated fibroblasts
CC chemokine
chickenembryo fibroblasts
cytopathic effect

DNA that harbours immunostimulatory capacity as a result of
unmethylated CG-dinucleotide motifs

Cowpox virus

cesium chloride

macrophage-colony stimulating factor-1
cytotoxic T lymphocyte

cytotoxic T lymphocyte-associated molecule-4 proteins contribute to
the suppressor function of regulatory T cells

chorioallantois vaccinia virus Ankara
Duffy antigen/receptor for chemokines

dendritic cell



Dls
DMSO
dsDNA
dsRNA
DTT
ECL

ECM
EDC
EDTA
EEV

EFC

EGF
ELISA
ELISPOT

E-MEM
EMT
EPL

ER
EtBr
FBS
FDA
FGF
FITC
GAG
GFP
GM-CSF
GPCRI
GPT
GUS

Dairen | strain of VACV

dimethyl sulfoxide

double-stranded deoxyribonucleic acid
double-stranded ribonucleic acid
1,4-Dithiothreitol

luminol-based chemiluminescent substrate for easy detection of
horseradish peroxidase (HRP) on immunoblots

extracellular matrix

1-ethyl-3-(3-dimethyl aminopropyl) carbodiimide
ethylenediamine-N,N,N',N'-tetraacetic acid (buffer)
extracellular enveloped virus

entry-fusion complex

Epidermal growth factor

enzyme-linked immunosorbent screening assay

a solid-phase enzyme-linked immunosorbent assai for
enumeration of cells secreting specific antibody

Eagles's Minimum Essential Medium
epithelial to mesenchymal transition
early primitive ectoderm-like
endoplasmic reticulum

ethidium bromide

fetalbovine serum

US Food and Drug Administration
Fibroblast growth factor

Fluorescein isothiocyanate
glycosaminoglycan

green fluorescent protein
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
G-protein coupled receptor 1
guanine phosphoribosyltransferase

E. coli B-glucuronidase



H-2Kb/H2-Db
HAT

HBV
HelLa
HEPES
HIV
HLA
HPV
HPV16 E6 E7
HSV
i.d

I.n.

i.p.

(A2
iDCs
IDO
IEV
IFN
IFN-yR

IHD-J
IHD-W
IL
IL-2R
IMV
INOS
IP-10
ITRs
U

mouse MHC class I alloantigens expressed on nucleated cells from
mice of the H-2Kb/H-2Db haplotype

hypoxanthine-aminopterin-thymidine medium - selection medium
for mammalian cell culture

Hepatitis B virus

immortal cell line derived from cervical cancer cells
hydroxyethyl piperazineethanesulfonic acid (buffering agent)
Human immunodeficiency virus

human leucocyte antigen

Human papillomavirus

Oncoproteins E6, E7 encoded by HPV16

Herpes simplex virus

intradermal(y)

intranasal(y)

intraperitoneal(y)

intravenous(y)

immature dendritic cells

indoleamine 2,3-dioxygenase

intracellular enveloped virus

interferon

interferon y receptor

immunoglobulin G

Vaccinia Virus strain International Health Department -J
Vaccinia Virus strain International Health Department -W
interleukin

interleukin- 2 receptor

intracellular mature virus

inducible nitric oxide synthase

interferon gamma-induced protein 10 (CXCL10 chemokine)
inverted terminal repeats

international unit


http://en.wikipedia.org/wiki/Hypoxanthine
http://en.wikipedia.org/wiki/Aminopterin
http://en.wikipedia.org/wiki/Thymidine
http://en.wikipedia.org/wiki/Immortalised_cell_line
http://en.wikipedia.org/wiki/Cervical_cancer

v immature virions (of VACV)

Kb kilobase- 1000 base pairs of DNA or RNA

kDa 1000 Daltons

LacZ E. coli reporter lacZ gene, which encodes the protein
B-galactosidase

LC16m8 highly attenuated Vaccinia Virus strain

LIVP VACYV vaccine strain originated from the Lister strain

LPS lipopolysaccharide

M-CSF Macrophage colony-stimulating factor

MCV Molluscum contagiosum virus

MDSC myeloid-derived suppressor cells

MHC major histocompatibility complex

MIP macrophage inflammatory protein 1 alpha

MK16 a line of oncogenic, HPV16-transformed epitheloid mouse cells, free
of MHC class | molecules.

MMP matrix metalloproteinase

MOI multiplicity of infection

MV Myxoma virus

MVA Modified vaccinia virus Ankara

NF-xB nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells

NK natural killer

NOD nucleotide-binding oligomerization domain

NP40 lysis buffer often used for cell lysis prior to immunoprecipitation

NYVAC New York Vaccinia Virus

OPV Orthopoxviruses

ORF open reading frame

PAMPs pathogen-associated molecular patterns

PBS phosphate buffered saline

PCR polymerase chain reaction

pDB plasmacytoid dendritic cells

PDGF Platelet-derived growth factor


http://en.wikipedia.org/wiki/Kilobase
http://en.wikipedia.org/wiki/Escherichia_coli
http://en.wikipedia.org/wiki/Lac_operon
http://en.wikipedia.org/wiki/Beta-galactosidase
http://en.wikipedia.org/wiki/Histocompatibility

PE Phycoerythrin (fluorescent dye)

PEG polyethylene glycol

PFU plague-forming unit

PGN prostaglandin E

preS2S HBYV envelope medium protein

PRR Pattern recognition receptor

RAT-2 rat fibroblast cell line, that lacks appreciable levels of nuclear
thymidine kinase

RER rough endoplasmic reticulum

ROS reactive oxygen species

SAP shrimp alkaline phosphatase

SDS Sodium dodecyl sulfate

SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate - polyacrylamide gel electrophoresis

shRNA short hairpin RNA

SIgE7TGGGLAMP  fusion protein consisting of HPVV16-E7 and signal sequence of
LAMP1

S-T7 type | chemokine binding protein from Shope fibroma virus

STAT3 Signal Transducer and Activator of Transcription 3 (Transcription
factor)

TAA tumor-associated antigen

TAM tumor-associated macrophages

TC-1 HPV16-E6, HPV16-E7 and H-ras transformed murine (C57BI/6
mice) cell line

TC-1/A9 tumor cells characterized by expression of HPVV16 oncogenes and
downregulation of H-2b molecules

TCR T-cell receptor

TEMED tetramethylethylenediamine

TGF-B Transforming Growth Factor 8

Thi, Th2 Th1 and Th2 helper T cell responses

TK thymidine kinase

TLR toll-like receptor

TMB 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine

TNE buffer consisting of Tris, EDTA and NaCl

10



TNF
Treg

Tris

TSA
Tween 20
uPA
VACV
vCCl

vCKBP
VCkRs
VEGF
VGF
VTT
WHO
WR

WT1
X-gal

Tumor Necrosis Factor

regulatory T cells

tris(hydroxymethyl)aminomethane- compound of buffer solutions
tumor specific antigen

a nonionic detergent for use in immunoassay wash buffers
urokinase plasminogen activator

Vaccinia Virus

viral CC-chemokine inhibitor, secreted protein of 35 kDa, expressed
by most poxviruses, which binds CC-chemokines with high affinity

virus-encoded chemokine-binding proteins
viral chemokine receptors

vascular endothelial growth factor
vascular growth factor

Vaccinia virus strain TianTan

World Health Organization

Western Reserve strain of Vaccinia virus
wild type

Wilms’ tumor 1

5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galacto-pyranoside
(chromogenic substrate)

B-galactosidase

11



Lo UVOU. oo 17
2. LAterarni Prehled......ooo i 18
2.1 Nadorova imunoterapie pomoci VIrl VaKCinie. .......ccovvrverirerinnnisieiesiese e 18
2.1.1 VITUS VAKCINIC 1.euvvervreviesiiesieeiesteesieeseesieesteeiesseessnessesseesseessesneesseessnsseessenssenneens 21
2.1.1.1  SErUKEUFA VIFTONU ..o 21
2.1.1.2 Genom (IMuNOmMOAUIALOTY) ....ccuveiiiiiiiiiiiiiiie e 22
2.1.1.3 ReplikaCni CyKIUS......ccovviiiiiiiiiii 23
2.1.1.4 Modulace aktivity chemoKkini VACYV .......ccccccviiiiiniiiiniinnie e 27
2.1.1.5 VACV CKBPII a jeho terapeutické VyuZiti..........cooooverveverinnieeiinieneene, 35
2.1.2. Virus vakcinie jako vakcina proti NAdOrim .........coovervivieiieninieseese e 39
2.1.2.1 Pozadavky na nddorovou vakCinu..........ccceriiiriiiiniiiiieec e 40
2.1.2.2 Strategie vedouci k zlepSeni protinadorového ucinku pfi imunizaci
VACV e 43
2.1.3 Zlepseni imunizacnich vIastnosti VACV ........ccccvviiiiiiiiiicneee e 49
Delece neesencialnich genit pro imunomodulatory a genit hostitelského spektra......49
Atenuace inzerci genti pro imunomodulAtory ...........ccccccuveiiiiiiieiii s 53
PrIME-DOOST FEZIMY ..ottt et bbbt 53
Prekonani preexiStujict iMURTLY ........cc.coouiiieiiiiiieae e 54
CytoKiny JaKo @dJUVANS .........ccveiiiieieeie ettt e e sre e 54
2.2. Chemokiny a jejich role v procesu kancerogeneze a pii vyvoji cervikalniho
KAMCINOMUL ..ottt 55
2.2.1 Inhibice CC chemMOKINT ......c.coiiiiiiiiiiiiiieiie e 63
2.3. GM-CSF jako imunoadjuvans nadorovych vakein..........ccccvvrviiiiieicnencncnennn 65
2.5 WT1 protein-modelovy protinddorovy antigen .........ccceverererenesieerienieseseeseeseenns 68
3. Pouzité materidly @ MeEtOAY .......ccciiiviiieiiiieii e 71
3.1 SPECIAINT PIISIIOJE ..vevvevveiieiieieesiie sttt 71
3.2 POCItACOVE PIOZIAMY .....viveeuiiiieiitieiteeie ettt ettt ettt ettt sr e n et e e n e nne e 72
3.3 CREMIKALIC ... 72
3.4 POUZILE @NZYIMY ..veiuviiiiitieiicie ettt 75
3.4.1 RestrkiCni enzymy @ PULTY ....eoeiiiiiiiieiiiie i 75
3.5 Standardy molekulovych hmotnosti.........cccoeiviiiiiiiiiiicicee e 76
3.6 Syntetick€ oligoNUKICOTIAY .......cvvveiiiiiiiiiiiiiesee s 77
3.6.1 Oligonukleotidy pouzité jako primery pii PCR a sekvenovani. ...........c.cccce... 77
3.6.2 Oligonukleotidy s funkci signalni SEKVENCE ........cceevvereiiiriiiiiiie e 78
3.7 PrOtUALKY .o 78
3.8 KOMEICNT SOUPTAVY .evvvieiuiiieiiiieeitiieesiieessiteessitesssbeeesbae e s nbee e anbe e s snbee s nnbeeensbeesseeesnseeas 79
3.9 ROZEOKY @ PUTTY ..ottt et ns 80
3.10 Kultivadnd mEdia.........ccviiiiiiiiiiiiiiiii i 82
3.10.1 Kultivaéni média pro bakterie..........couervirierieriiiieniiesisr e 82
3.10.2 Kultivaéni média pro buniKy........cccorvveiiiiiiiiiiiieee e 82



T8 B R 41 1 o Y S ST 84
P 357 et b e 84
PCR-BIUNE TOPO ...ttt 84
PGPTO7 e bbbt 84
PB S C ettt 85

PBSC SIGETGGGLAMP ...ttt 85
PGIM-CSF-NL ..o bbbttt es 85
PBSC/ETGGG.GUS ...ttt 85
PBIUES WTL ...ttt bbbttt 85
PBK-CIMV .o bbbttt 86
LIMVIMWTL Lottt 86
312 BAKIEIIE .o 86
3.13 BUNECENE LINIC ....eeeiiiiiiiiiie ettt 86
TC-L/AD ettt 87

3,14 POKUSNA ZVITALA .eovviiiiie ittt sttt sttt nne e 87

315 VY bbbttt bbb ane s 87
PL3-E7GGG ..t 87
PL3-PIES2S ..ottt b et ne s 87
P13-GM-CSF @ MVA-GM-CSF.......ccooiiiiiiiiiieese et 88
MV A-SIGETLAMP ..ottt bbb bbb 88
MVA-SIGETLAMP-GIM-CSF........cciiiiiiiiiiieiee et 88

316 MIBLOTY ...ttt n bbb 88

3.16.1 Prace s DNA ..o 88
3.16.1.1 Izolace DNA z gelu pomoci Lego kitu (Top-Bi0)........ccccevervnirirnnnnnn 88
3.16.1.2 Cisténi plazmidové DNA polyethylenglykolem............cccevererrrrerennnns 89
3.16.1.3 Ligace rychloliganim Kitem .........cccocveiiiiiiiiiiiiieeeeee e 89
3.16.1.4 PCR detekce rekombinant ............ccooeveiiiiniieiinineee e 89
3.16.1.5 Sekvenovani pomoci kitu Big DyeTM Terminator 3.1 ............cccevveenen. 90
3.16.1.6 Transfekce kalciumfosfatovou precipitaci.........ccocevvriiiiieiiiicinciinnn 90
3.16.1.7 Transfekce elektroporaci..........ccocviiiiiiiiiiciiiii e 90

3.16.2 Prace s DUNKAMI ...ooviiiiiiiiieiiieiie e 91
3.16.2.1 Kultivace a pasdzovani bunk...........ccccveriviiiiiinniiinniie i 91
3.16.2.2 Zmrazovani bun¢k a rozmrazovani bun€k...........ccccoeviiiiiiiniiiiiie s 91

3L16.3 PIACE S VIMY.cuiiiiiiiiieiiietieiie ettt bbbttt bbbt 91
3.16.3.1 Rekombinace do Viru VaKCINIE .........ccccoveiririeiiniicieese e 91
3.16.3.2 Selekce rekombinant barvenim pfi expresi B-galaktosidasy.................. 92
3.16.3.3 Selekce rekombinant diky expresi Ecogpt

(transient dominantni selekce) .........coovviviiiiiiiiiii i 92
3.16.3.4 Selekce rekombinant jako TK negativniho virt ........cccoceevviiiiiieeiinnnns 92
3.16.3.5 Pomnozeni viru — z4SObni VIrOVA SUSPENZE ........ccvverververieerrereenieerienieenns 92
3.16.3.6  SONIKACE VIMU ...t 93



3.16.3.7 Izolace DNA pro detekci rekominant pomoci PCR..........cccocvviiiiiinnnn. 93
3.16.3.8 Izolace virové DNA z bun¢k infikovanych VACYV pro ptipravu

GENU VECC . 93
3.16.3.9 Stanoveni DNA viru vakcinie v myS$ich ovériich pomoci Q-PCR........... 94
3.16.4 Prace S PrOLEINY .....ocuiiiiieiiiiie ittt sttt sttt b e b 95
3.16.4.1 Ptiprava vzorkli pro SDS-PAGE...........cccoiiiiiiiii 95
3.16.4.2 Srazeni proteinll ACETONEIM ... .uiviivieiiiiieiiiiiesiiiesieeesbee e e sre e 95
3.16.4.3 SDS-PAGE... ..ot 95
3.16.4.4 WESEEIM DOt ..o 96
3.16.4.5 Pokus se sitovacim Cinidlem ..........ccccovvviiiiiiiiiiiiic e 96
3.16.4.6 ELISA ..o 96
3.16.5 POKUSY IN VIVO....ccuiiiiiciiit ettt 97
3.16.5.1 Indukce nAdOoril.......cccooviiiiiiiiiiici 97
3.16.5.2 IMUNIZACE VITY...oiuiiiieiieieiie sttt nne s 97
3.16.5.3 DINA IMUNIZACE. ......cviiirieeiieienreesesesree s 97
3.16.5.4 Intratumoralni injekce MVA-GM-CSF ...........ccooiiiiiniiiiicc 97
3.16.5.5 Tvorba a nasledna 1é€ba minimalni rezidualni choroby .............c.ccoen. 98
3.16.5.6 Izolace bun€k nadorli pro analyzu pritokovou cytometrii............ccccenee. 98
3.16.5.7 Testovani bun€tné IMUNILY ......ccvveiivieiiiieiiiiesiieesiee e 98
3.16.5.8 PritokOVA CYLOMEIIIC ....cvveiirieiiiiiiieiee e 99
3.16.5.9 Histologické vySetieni NAdOTT ........cccvereeriiiiiieieceee e 99
A VYSIEAKY ..ot 100
4.1 Studium vlivu vCCI na biologické vlastnosti VACV _Praha 13............cccccovvvnenn. 100
4.1.1 Konstrukce rekombinacnich a expresnich plazmidovych vektort ................. 100
4.1.1.1 PDB57-REV. ...oiiiiiiiiiiiiiee e 100
4.1.1.2 Sekvenace vCCI VACV kmene Praha- nalezeno zkraceni
SIGNAINT SEKVENCE ...t 101
4.1.1.3 PD357-REVASIF. .ooiiiiiiiieieiieiesie et 102
4.1.1.4 PBSC-SIG VCCH .. .ot 102
4.1.2 Konstrukce rekombinantnich virll..........cccoooiiiiiiiiiiii e 103
4.1.2.1 PL13-AVCCI-ETGGG ..o 103
4.1.2.2 P13-Sig-VCCI- ETGGG ....cceeiiiiiiiiiiiiiieieiee e 104
4.1.2.3 ReVPI3-AVCCI- E7TGGG .....cccoiiiiiiieiieeee s 104
4.1.2.4 ReVP13-Sig-VCCI-ETGGG ... 104
4.1.2.5 PL3-AVCCI-PrES2S ...ttt 104
4.1.2.6 ReVPL3-AVCCI-PrES2S .......ooiiiiiiiiiiieieere e 104
4.1.2.7 P13-Sig-AVCCI-PreS2S .......ooiiiiiiiiiieeieie et 105
4.1.3 Prodlouzeni signalni sekvence vCCI vedlo k produkci sekre¢niho vCCI ...... 105
4.1.3.1 Testovani produkce vCCI western blotem..........c.ccooevviiieiiniiciinins 105
4.1.3.2 Pokus se sitovacim Cinidlem ..........cocerviiiiiiiiiiiii 106

14



4.1.4 Sekrec¢ni vCCI ovlivitoval hladinu chemokin v krvi mysi

INFIKOVANYCh VACYV ..o 107
4.1.5 Produkce sekre¢ni formy vCCI vedla k atenuaci P13 VACV in vivo............ 109
4.1.5.1 MnozZeni virt s riznymi formami genu vCCI v mysich C57Bl/6............ 109
4.1.5.2 HIladina protilatek v SErU........ccueviiiiiiiiiieiiesie et 110
4.1.6 Replikace rVACYV in vivo nebyla ovlivnéna specifickou imunitni odpovédi
proti VCCI navozenou DNA imMUNIZACT ......coveverierieiinieniineeieiee e 110
4.1.7 Produkce sekre¢ni formy vCCI nezvySovala imunitni odpovéd
navozenou rVACV kmene Praha 13 nebo DNA vakcinami............cccecvenneee. 112
4.1.7.1 Detekce bunécné odpovedi po imunizaci rVACV metodou
ELISPOT TFN-Y ciiiiiee e 112
4.1.7.2 Analyza vlivu sekre¢ni formy vCCI produkované virem P13-E7GGG
na IMUNItNT BURKY ..ooovviiiiiiiii e 113
4.1.8 Produkce sekre¢ni formy vCClI vedla ke sniZeni protinadorového
ucinku imunizace jak rVACV kmene Praha 13 tak DNA vakcinami............. 115
4.1.8.1 Vysledky preventivni imunizace tVACV .......cccevviiiiiiiisenie e 115
4.1.8.2 Vysledky terapeutické imunizace tVACV .......cccoovviiiiiiiiiiiciic 116
4.1.8.3 Vysledky preventivni imunizace DNA vakcinami ..........coceeeveniinnene. 118
4.1.8.4 Vysledky terapeutické imunizace DNA vakcinami............cooceerieninnnnnn 119
4.2 Kombinovana lécba nddorti pomoci intratumoralni injekce MVA-GM-CSF
A DINA VAKCINY ..o 120
4.2.1 Intratumoralni injekce MVA-GM-CSF m¢la vliv na terapii nadori
TC-1/A9 DNA VAKCINOU. ...cuviiiiiiiieiiieiie et 121
4.2.1.1 DNA VAKCINACE.......coiiiiieiiiiciiiice e 121
4.2.1.2 Kombinace DNA vakcinace s aplikaci rVACV produkujici GM-CSF ...122
4.2.2 MVA-GM-CSF zlepsil imunoterapii minimalni rezidualni choroby ............ 124
4.2.3 MVA-GM-CSF nezesilil specifickou E7 T buné¢nou imunitu po imunizaci
DINA VAKCINOU ...ttt 125
4.2.4 Mikroprostiedi MHCI negativnich TC-1/A9 nadort bylo ovlivnéno
aplikaci MVA-GM-CSF a DNA vakCiny .......cccoovvieniiiiiieiiicseeccc e 126
4.2.5.1 Analyza bunécné skladby nadoru pomoci imunohistochemického barveni
histologickyCh FeZi........oiviiiiiiiic 126
4.2.5.2 Analyza bunécné skladby nadoru pomoci pritokové cytometrie............ 128
4.2.5.3 Analyza exprese MHCI molekul na povrchu nadorovych bunék............ 128
4.3 Piiprava transgenni leukemické nadorové linie stabilné exprimujici
LAY =V 1o o PSPPSRSO 130
4.3.1 Konstrukce plazmidu BK-CMV/WT1-321 .....ccccoiviiiiiieiie e 130
4.3.2 Exprese proteinu WT1-321 v 293T bufikach..........cccccveveiieiiiieiiccece e 132
4.3.3 Transfekce bunék mysi myelomonocytarni leukemie C1498............c.ccoveeee 133

4.3.3.1 Analyza bunék C-1498 transfekovanych nelinearizovanym plazmidem
PBK-CMV/WTL-32L ...ttt 133



4.3.3.2 Analyza bunc¢k C-1498 transfekovanych linearizovanym plazmidem

PBK-CMV /W T L-32L 135

5. DISKUZE.....oiiii 138
5.1 Hodnoceni vysledkt ziskanych imunizaci rVACV s riiznymi formami genu

VCC bbb 138

5.2 Hodnoceni vysledkt imunoterapie TC-1/A9 nadora s nizsi expresi molekul
MHCI kombinujici DNA imunizaci s intratumoralnim podanim VACV

exprimujicich GM-CSF ... 148
(O < TP PP T PPPRPP 150
7. SEZNAM HEEIALUNY ...oveeeie ittt et esbaesae e e e ereenteaneesneees 153
TR o1 (o) ST 200

16



1. Uvod

Vyzkum v oblasti vakcin zalozenych na viru vakcinie (VACV) ziskal v nedavnych
letech na vétsim vyznamu vzhledem k riziku potencidlniho imyslného nebo netimyslného
roz$ifeni viru pravych nesStovic, vzrustajici hrozbé monkeypox viru a potiebé ziskat
ucinnéjsi vektory pro ptipravu vakcin proti HIV, dal§im infekénim chorobam a také
nadordim.

Cinnost oddé&leni Experimentalni virologie UHKT je dlouhodobé zaméfena na
imunoterapii transplantovanych nadorti exprimujicich onkoproteiny HPV16 E6 a E7
pomoci rekombinantniho viru vakcinie. Nasi snahou je ziskat bezpetny, oslabeny virus
navozujici u¢innou protinddorovou imunitni reakci, ktery by byl soucasné schopny plisobit
proti imunosupresivnimu mikroprostfedi uvnitf nddoru. V ramci vyty€eného cile jsou
studovany rizné neesencidlni geny ovlivilyjici virulenci viru, jako napf. geny pro
imunomodulatory interferujici s imunitni odpovédi hostitele nebo tzv. geny hostitelského
spektra, ¢i geny pro rizné cytokiny a rustové faktory. Nékteré z produkti téchto gent jsou
pro své pozitivni plsobeni v rdmci protinddorovych vakcin nazyvany imunologicka
adjuvans. Mezi n¢ mizeme fadit take cytokin GM-CSF a solubilni inhibitor CC chemokint
(vCCI). Vzhledem k velkému vlivu CC chemokinti na indukci imunity navozené virem a
na formovani imunosupresivniho prostiedi nadoru jsme vytvofili rekombinantni viry s
riznymi formami genu vCCI. Tato prace popisuje konstrukci vektort (virus vakcinie,
DNA vakcina) obsahujicich imunologicka adjuvans GM-CSF a vCCI a nasledné testovani
jejich imunizacnich vlastnosti a protinadorovych ucinki. Soucasti prace je dale popis
pfipravy linie modelovych nadorovych bun€k vhodnych pro testovani riiznych metod
imunoterapie nadora exprimujicich WT1 antigen.

Cile prace:
1) Stanoveni vlivu vCCI na bilogické vlastnosti r'VACV
- Vytvofeni a in vitro a in vivo charakterizace rekombinantnich virti
- Testovani imunogennosti a protinddorového ucinku vektord s riznymi
formami vCClI

2) Studium vlivu riznych rekombinant viru vakcinie exprimujicich GM-CSF

podanych riznou cestou na protinadorovy efekt navozeny DNA vakcinaci

- Testovani vlivu lokélné¢ exprimovaného GM-CSF po intratumoralni aplikaci
MVA-GM-CSF na imunoterapiiterapii DNA vakcinou

3) Ptiprava transgenni leukemické nadorové linie stabilné exprimujici WT1 antigen
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2. Literarni prehled

2.1 Nadorova imunoterapie pomoci viru vakcinie

Pres vyznamné pokroky v terapii jsou maligni onemocnéni stile ptednim
celosvétovym zdravotnim problémem, ktery vyzaduje, pro ziskani optimalnich vysledk,
zavedeni novych 1éCebnych postupti (Vergati et al., 2010). Prostfednictvim kombinace
chirurgie, zafeni a chemoterapie neni ¢asto mozné dosahnout kompletni remise a tato 1écba
byva navic spojena se zdvaznymi vedlejSimi ucinky. V soucasnosti je proto vénovédna
velka pozornost imunoterapii, kterda by, v pfipadé¢ uc¢innosti, byla schopna aktivovat
imunitni systém pacienta a vyuzit jeho obranné schopnosti k eliminaci nadoru. Tato
metoda by mohla byt velice pfinosna nejen diky specifi¢nosti imunitni reakce, ale také
diky mozZnosti vytvofit dlouhodobou nadorovou imunitu navozenim imunologické paméti
(Aldrich et al., 2010). Teoreticky by protinadorovou vakcinaci mohla byt u pacientd
navozena imunitni odpovéd’, ktera by byla schopna nador vylécit nebo jej drzet pod
kontrolou a tak oddalovat relaps nadoru a vést k prodlouzeni doby pieziti pacienta.

Imunoterapie nadorti se muze obecné de€lit na pasivni, zahrnujici podani bun¢k nebo
protilatek ex vivo a aktivni, reprezentovanou vakcinami, jejimz cilem je navozeni
specifické imunitni odpovédi proti tumor specifickym antigenim (TSA) a antigenim
asociovanym s nadory (TAA) (Vergati et al.,, 2010). Profylaktické a terapeutické
protinadorové  vakciny predstavuji  jeden  z nejnadéjnéjSich  postupi v ramci
multidisciplinarni 1é¢by malignit.

Aplikace VACV jako terapeutické nadorové vakciny je jednou z forem aktivni
specifické imunoterapie naddord. Nadorova imunoterapie prosla, diky obrovskému narastu
znalosti v oblastech biologie nadorti a imunologie, vyvojem od pokusti zaloZenych na
pozorovanich k védé stojici na pevnych teoretickych zakladech, ktera vyuziva racionalni
konstrukci a objektivni testovani Gi¢innosti novych nadorovych vakcin jako jednu z metod
svého rozvoje (Bilusic & Madan, 2012).

V poslednich desetiletich byly jako terapeutické nadorové vakciny pouzity bunécné
vakciny, DNA a RNA vakciny, proteinové a peptidové vakciny a vakciny zalozené na
virovych, bakterialnich a kvasinkovych vektorech (Palena et al., 2006). Spoleénym cilem
vSech téchto modalit je aktivace antigen prezentujicich bunck a stimulace antigen
specifickych cytotoxickych T lymfocytd (CTL). Jednou z vyhod pouziti vektoru je, ze

tento zplisob podani rekombinantniho proteinu je mnohem imunogennéj$i, nez aplikace
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proteinu s adjuvans (Kantor et al., 1993a). Volba vektoru mtize mit vyznamny vliv
na navozenou imunitni odpovéd’ proti TAA, protoze kazdy vektor méa své vlastni
charakteristiky a je schopen stimulovat imunitni systém hostitele unikatnim zptisobem.

VACV ma pro uziti v podobé terapeutické nddorové vakciny mnohé piiznivé
vlastnosti. Diky tuspé$né aplikaci a vyznamné charakterizaci béhem celosvétového
programu eradikace pravych nestovic (Fenner, 1989) spole¢né s rozvojem strategii pro
vytvafeni rekombinantnich virt, které efektivné exprimuji cizi proteiny, se z VACV stal
velice slibny vakcinacni vektor (Paoletti, 1996). Je ziejmé, ze mnoho charakteristickych
vlastnosti VACV, které znéj Cinily tak G€innou vakcinu proti pravym neStovicim, si
ponechava také rekombinantni virus.

VACV piedevsim prokdzal svou bezpecnost a u€innost pii imunizaci vice nez
miliardy lidi béhem celosvétové eradikacni kampané pravych nestovic. Rekombinantni
VACYV jsou diky své schopnosti aktivovat vrozenou a adaptivni imunitu (Moss, 2011;
Delaloye et al., 2009) zahrnujici navozeni u¢inné protilatkové (Panicali et al., 1983; Smith
et al., 1983) a T bunécné odpoveédi (Bennink et al., 1984) velmi vhodnymi vektory pro
prezentaci slabé imunogennich antigent, jak bylo prokdzano v mnoha preklinickych
(Bernards et al., 1987; Lathe et al., 1987; Hareuveni et al., 1990; Meneguzzi et al., 1990;
Kaufman et al., 2006; Kantor et al., 1993b) a klinickych studiich s TAA (Hamilton, 1994;
Tsang et al., 1995; Eder et al., 2000; Gulley et al., 2002). (Podrobnéji jsou prednosti
VACYV vakein popsany v kap. 2.6.3. Vakcinia virus jako vakcina proti nadoriim)

Nevyhodou kment pouzivanych k vymyceni neStovic byl bohuzel vzacny vyskyt
zavaznych komplikaci po o¢kovani (Lane et al., 1969). Zatimco pouziti prvni generace
vakcin zaloZenych na VACV je bezpecné pro vétSinu lidi, existuje velké riziko komplikaci
U jedinca s oslabenou imunitou a s atopickou dermatitidou v anamnéze (Fenner, 1989;
Arness et al., 2004; Eckart et al., 2004). Proto bylo jiz béhem eradikacni kampané
ptipraveno nékolik oslabenych kmentt VACV (van der Noordaa et al., 1967; Kempe,
1968; Tagaya et al., 1974). Tyto kmeny byly odvozeny mnohonasobnym pasazovanim virti
na bunéénych kulturach alternativnich hostitelt, coz vedlo k pozménéni vlastnosti jako
jsou hostitelské¢ spektrum, virulence a slozeni genomu. V soucasnosti existuji tfi
potencialni vakcinacni kmeny, které byly ptfipraveny touto metodou. Jedna se o Lister klon
16m8 (LC16m8), ktery byl povolen pro pouziti v Japonsku od roku 1975 (Sugimoto et al.,
1985), modifikovana vakcinie Ankara (MVA) a Dairen | Strain (DlIs).

Virus MVA byl vytvofen v 50. letech 20. stoleti opakovanym pasadzovanim (vice

nez 570 krat) VACV kmenu Ankara na kufecich fibroblastech (CEF) (Mayr et al., 1978).
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Vznikl vysoce atenuovany virus neschopny replikace ve vétSin€ sav€éich bunck se
soucasnym zachovanim exprese virovych gent (Drexler et al., 1998). Béhem eradikacni
kampané v Némecku, kdy byl podan vice nez 120 tisiclim jedinct, bylo prokazano, ze jeho
aplikace neni doprovazena zadnymi vedlej$imi ucinky (Hochstein-Mintzel et al., 1975).
Sekvenace MVA ukazala, ze dosSlo ke ztraté piiblizn¢ 30kb genomu, obzvlasté¢ na obou
koncich, kde se vyskytuji jak neesencialni geny hrajici roli pii ur€eni hostitelského spektra,
tak 1 geny fidici modulaci pfirozené imunitni odpovédi. Mezi vyznamné imunomodulétory,
které byly deletovany z MV A, patii geny kodujici rozpustné receptory pro IFN typu | a Il,
TNF a CC chemokiny (Antoine et al., 1998). Jejich absence ma vyznamny vliv na
schopnost indukovat specifickou imunitu.

Dalsi generace vakcin zaloZzenych na VACV vznika v soucasnosti diky pokrokiim
Vv biotechnologiich, které umoziuji inzerci, deleci nebo preruseni gent v specifickych
oblastech virového genomu. V soucasnosti jsou provadény pokusy s deleci gent pro
imunomodulatory, geny hostitelského spektra, geny metabolismu nukleotidii a esencialni
geny, jejihZ ztrata mize byt komplementovana bunécnou linii exprimujici odstranény gen
VACV. (Podrobngji jsou jednotlivé geny popsany v kapitole 2.1.3. ZlepSeni imunizac¢nich
vlastnosti VACV)

Jednou z nejlépe charakterizovanych geneticky atenuovanych mutant VACV je
NYVAC, virus neschopny replikace ve vétsin€¢ savCich bun¢k (Tartaglia et al., 1992;
Tartaglia et al., 1994), ktery byl vytvofen z kmene Copenhagen deleci 18 riznych ORF
pomoci in vitro rekombinace (Tartaglia et al., 1992). Srovnanim imunitni odpovédi
indukované kmeny NYVAC a MVA bylo zjisténo, Ze oba viry indukuji kvalitativné rizny
typ imunitni odpovédi proti vloZzenému transgenu. To je zpiisobeno kombinovanym vlivem
mnoha virovych proteint, které ovliviiuji rizné trovné imunitni reakce. Dokud nebude
k dispozici vice testii a znalosti umoznujicich ptedpovidat in vivo vysledek manipulace
s genomem viru, zustane cely proces stale spiSe empiricky a zavisly na in vivo modelech
(Draper & Heeney, 2010).

Prestoze jsou nereplikujici se viry stale, diky své bezpecnosti, hlavnimi vektory
testovanymi v riznych preklinickych studiich, roste, vzhledem Kk jejich vyrazné
imunogennosti, zajem o atenuované replikujici se viry jako potencidlni vektory proti
mnoha infekénim chorobam a nadorim. (viz kapitola 2.1.3 ZlepSeni imunizac¢nich
vlastnosti VACV)

Podle soucasné urovné znalosti by ucinna nadorova vakcina méla kromé navozeni

silné specifické cytotoxické odpovéd’ také plsobit proti imunosupresivnim mechanismim
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vytvofenym nadorem. Ty jsou podrobnéji popsany spole¢né s imunitnimi adjuvans
pouzitymi Kk jejich potlaeni v kapitole 2.1.2.2 Strategie vedouci k zlepSeni

protinddorového Uc¢inku pfi imunizaci VACV.

2.1.1 Virus vakcinie

Virus vakcinie patii do velké ¢eledi DNA vira Poxviridae infikujici obratlovce i
bezobratlé. Jednotlivé poxviry vykazuji nasledujici spole¢né vlastnosti:
- replika¢ni cyklus probiha v cytoplazmé;
- tvoti velky komplexni virion s fadou enzyma pro syntézu mRNA;
- genom je predstavovan jednou molekulou dsDNA, kterd je na koncich kovalentné
uzaviena;

- velikosti genomu a virovych ¢astic patii k nejveétsim viram.

Vztahy mezi poxviry byly v minulosti zjistovany imunologicky a analyzou
proteinil. V soucasnosti jsou oveéfovany fyzickym mapovanim a sekvenaci. Poxviry jsou
¢lenény podle hostitele na Chordopoxvirinae infikujici obratlovce a Entemopoxvirinae
infikujici hmyz. Chordopoxvirinae jsou dale ¢lenény na Orthopoxviry, Parapoxviry,
Avipoxviry, Capripoxviry, Leporipoxviry a Suipoxviry. Entemopoxvirinae se déli na

skupiny A, B.

2.1.1.1 Struktura virionu

V pribéhu replika¢niho cyklu VACV se tvoii dva rizné typy viriont, intracelularni
zraly virus (IMV) a extracelularni obaleny virus (EEV). IMV ma cihlovity nebo ovalny
tvar velikosti 300-400 nm na 260-270 nm, z buniky se uvoliiuje po jeji lyze. Pii zobrazeni
pomoci elektronového mikroskopu lze rozeznat jedinou vnéj$i membranu, dv€ laterdlni
téliska a konkavni core s nukleoproteinem. Tyto struktury jsou v pfipad¢ extracelularni
formy viru obaleny druhou membrénou, ktera obsahuje osm proteinti, z nichz 7 je
glykosylovano. EEV je z buiikky exportovan pfed jeji smrti. Tento virion se, pokud je
zachycen na povrchu bun€k, nazyva s bunikou asociovany obaleny virus (CEV), a pokud je
uvolnén z povrchu buiky, extracelularni obaleny virus (EEV). V membranach IMV a EEV
se nachazeji rizné virové proteiny, proto jsou strukturné, antigenné a funkcné odlisné.
CEV a EEV formy jsou dulezité pro Sifeni vird (Roberts, 2008). EEV zprostiedkovava
IMV proteintl, zejména A27 a H3, piedstavuje cile pro protilatky (Putz, 2006), jediny EEV
protein, ktery vyvolava neutraliza¢ni protilatky, je B5 (Putz, 2006). Rozdily mezi IMV a
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EEV ovliviyji také adsorpci viru a vstup a vystup z bunék (Roberts, 2008).

Sifeni VACV in vivo je pievazné zprosttedkované EEV. To je dokumentovano
nékolika pozorovanimi. Za prvé, protilatky, které neutralizuji EEV jsou ucinnéjsi pfi
poskytovani protekce proti orthopoxvirim (OPV), nez protilatky, které neutralizuji IMV,
ptrestoze ob¢ hraji roli a dohromady jsou mnohem u¢innéj$i nez samotné (Boulter &
Appleyard, 1973). Za druhé, EEV se zda byt dobie pfizpisoben k $ifeni infekce mimo
buriku, protoze je pomérné odolny vuci neutralizaci protilatkami (Law & Smith, 2001) a je
také odolny vucéi komplementu (Vanderplasschen et al., 1998). Naproti tomu je IMV
snadno neutralizovany protilatkou a mize byt zni¢en komplementem i bez specifické
protilatky. Za tieti jsou kmeny viru, které produkuji pouze IMV avirulentni a nemohou se
§itit in vivo (Smith et al., 2002a). Konecné byla zjisténa korelace mezi virulenci kment
riznych VACV v mysim modelu a jejich schopnosti produkovat EEV, ackoli tato korelace
neni absolutni a kmen WR je vyjimkou se svou virulenci u mysi pies nizkou produkci EEV
(Payne, 1980). Sifeni infekce v t&le tedy muZe byt zprostiedkovano volnymi nebo

s bunkou asociovanymi viriony (Smith et al., 2003).

Internal Mature Virus External Enveloped Virus
(IMV) (EEV) External membrane
Lateral bodies
Surface proteins Outer membrane

ds genomic DNA

Inner membrane

Core wall

Obr. 1 Struktura virionu VACV (ViralZone: www.expasy.org/viralzone, Swiss Institute of
Bioinformatics)

2.1.1.2 Genom (imunomodulatory)

Genom viru vakcinie je tvofen linearni dvouvlaknovou DNA o velikosti ptiblizné
190 kbp. Obsahuje 150-200 gent. Linearni DNA je na koncich kovalentné spojena pomoci
termindlnich vldsenek. Tyto jsou bohaté na AT pary a nejsou schopny kompletniho

parovani.
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Koncové ¢asti DNA jsou tvofeny terminalnimi invertovanymi repeticemi (ITRs),
které jsou identické, ale vzdjemné opacné orientované. U rlznych vird jsou variabilni
délky a obsahuji velké mnozstvi tandemovych repetic. V této oblasti se nachéazeji geny,
které¢ jsou neesencidlni pro virovou replikaci a zastavaji funkci regulatori hostitelského
spektra nebo imunomodulatord.

Mezi dalSi charakteristické vlastnosti genomu dale patfi neschopnost separace
vlaken, rychld renaturace, existence ve dvou izomernich formach, pfitomnost vétSiny
esencialnich genil v centralni oblasti, nepfitomnost intront, kratké regulacni oblasti, velka
hustota gent, bez velkého mnozstvi piekryvajicich se ORF a transkripce probihajici z obou
vlaken.

Pro pojmenovani ORF se pouziva kombinace:

- pismene, které oznacuje fragment vznikly st€épenym enzymem Hind 111, kde se ORF
nachdazi

- Cisla, které urcuje poradi ORF v ramci fragmentu

- pismene L nebo R, které charakterizuje smér transkripce

Nézvy proteini se shoduji s ndzvy ORF bez oznaceni sméru transkripce.

2.1.1.3 Replikacni cyklus

Vstup viru do buiiky
Poxviry IMV a EEV nesdileji spole¢né virové epitopy a k vazb¢ na povrch bunék pouzivaji
rizné vazebné faktory (Vanderplasschen, 1997). Bylo zjisténo, ze IMV se vaze
prostfednictvim interakce proteini H3, A27 nebo D8 s glykosoaminoglykany (GAG)
(Chung et al., 1998; Hsiao, 1999; Lin et al., 2000) nebo interakci p4c s lamininy (Chiu et
al., 2007). Pro volné EEV nebyly objeveny zadné vazebné faktory (Schmidt et al., 2012).

Po navazani mtze virus do buiky vstoupit dvéma cestami. Prvni, jednodussi cestou
je na pH nezavisld fuze membrany IMV s plazmatickou membranou umoznujici vstup
core do cytoplazmy (Carter et al., 2005). Druhou cestou je endocytéoza IMV, po niz
nasleduje fuze virové a vezikularni membrany (Townsley et al., 2006). Pomérné nedavno
bylo prokazano, ze hlavnim vstupnim mechanismem VACV IMV a EEV v HeLa bunkach
a jinych typech bunék je endocytdza (Mercer & Helenius, 2008; Huang, 2008; Mercer et
al., 2010; Sandgren, 2010).

Ptestoze jsou do zna¢né miry zavislé na stejné bunécné masinerii, lisi se vstup IMV

a EEV s ohledem na mechanismy aktivujici macropinocytdézu a flize membran. Zatimco

23



EEV se musi zbavit vnéj$i membrany, aby se obnazil fuzni komplex, fize membran
u IMV vyZaduje inaktivaci inhibi¢nich proteini fize, které chybi u EEV. Interakce
S bunécnymi receptory podporuje nasledujici kroky vstupu a urcuje, jestli ¢astice viru bud’
fazuji pfimo s plazmatickou membranou nebo spoustéji  endocytickou internalizaci
(Schmidt et al., 2012). Fuze s plazmatickou membranou je zprostifedkovana takzvanymi
entry/fusion komplexy (EFC), coz jsou velké makromolekularni shluky proteinit membran
IMV nebo IMV- podobnych partikuli, které vznikaji z EEV po rozpadu vnéjsi membrany
(Senkevich et al., 2005). EFC se sklada z osmi transmembranovych proteini: A16, A21,
A28, G3, G9, H2, J5 a L5 (Schmidt et al., 2012) a je spojen se ¢tyfmi dal$imi proteiny
virové membrany: 12, F9, L1 a O3 (Schmidt et al., 2012). Pfesna architektura EFC a
molekularni detaily fuzni reakce nejsou znamy.

Nezavisle na spoustécim mechanismu, fize EFC virovych membran s membranami
makropinosomu uvoliiuje virova core do cytosolu bun€k hostitele, ¢imz je dokoncen vstup
jak IMV, tak EEV. Uvolnéna core jsou "aktivovéana": podstoupuji morfologické zmény
(DALES, 1963) a zacinaji pfepisovat ¢asné geny umoznujici nasledné rozvolnéni core,

jehoz vysledkem je uvolnéni DNA a replikace viru (Moss B, 2007).

Replikace genomu

V cytoplazmé se virové core navaze na mikrotubuly, pomoci nichz je
transportovano hloubé&ji do cytoplazmy (Carter et al., 2003). Core obsahuje virové
strukturalni proteiny, kompaktni virovou DNA, transkripéni enzymy a transkripcni faktory
nezbytné pro expresi ¢asnych genti (Condit et al., 2006).

Béhem transportu dochazi k iniciaci transkripce bezprostiedné ¢asnych a ¢asnych
genll virovou RNA polymerdzou. Tyto geny slouZi k rozvolnéni core, replikaci virové
DNA, ovlivnéni proteosyntetického aparatu, modifikaci hostitelské buiiky ve prospéch viru
a pomoci Gniku viru pfirozené imunitni odpovéd’ hostitele (Assarsson et al., 2008).

Rozvolnéni jadra a virovée DNA probihd v blizkosti membran endoplazmatického
retikula (ER) v okoli jadra (Welsch et al., 2003). Replikace a sestavovani virionii poté
probihd v mistech cytoplazmy, které jsou obklopeny membranami drsného
endoplazmatického retikula (RER) v takzvanych mini jadrech (Tolonen et al., 2001), které
se také nazyvaji virové tovarny (lyer et al., 2006).

Replikace virové DNA zacind pfiblizn€ 2 az 5 hodin po infekci. Poxviry vykazuji
pfechodné regulovany program exprese genll. Exprese ¢asnych gend, které predstavuji

témeéf polovinu virového genomu a koduji intermedialni transkripéni faktory, transkripcni
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faktory replikace DNA a velky pocet imunomodulatord (Moss, 2007), spusti
expresi intermedialnich genti kodujicich transkripéni faktory pozdnich genu (Broyles,
2003). Produkty pozdnich gent jsou piedevsim strukturalni bilkoviny potfebné pro tvorbu
viriond, stejné jako enzymy a transkripéni faktory ¢asnych gend urcené k inkorporaci do
novych virionl a pouzitych pro ¢asnou genovou expresi v prubéhu dalsi infekce (Broyles
& Fesler, 1990; Broyles & Moss, 1988).

Sestavovani virionu zahrnuje produkty vice nez 80 gent viru (Condit et al., 2006).
V dasledku vyhradné cytoplazmatického zivotniho cyklu VACV kéduji své vlastni
enzymy a proteiny potfebné pro genovou transkripci, replikaci genomu, tvorbu virionu a
morfogenezi a z veEtsi ¢asti, neni zavisld na proteinech hostitelské bunky. Kromé toho
infekce VACV vyvolava rychlé a masivni vypnuti exprese genu hostitele, které ptisobi na
n¢kolika urovnich (Boyle K, 2009; Boyle et al., 2007).

Zpisob replikace genomu poxvird neni detailné zndm. Pracovni model replikace
(Boyle K, 2009; Moss B, 2006) piedpoklada, ze replikace je zahajena zavedenim nicku
pobliz jednoho z konct, ktery pak poskytuje primerovy konec, ktery mtize byt prodluzovan
procesivni virovou polymerdzou. Replikace terminalni vlasenky umoziiuje polymeraze
kopirovat ob¢é vldkna jako vedouci fetézce. Takovyto model replikace by vedl
ke vznikum,,tail-to-tail“ dimert a konkatemert vysSiho fadu, které byly pozorovany in vivo
(Boyle K, 2009;Moyer & Graves, 1981).

Organizace virové tovarny VACV se méni opét v pozdni fazi infekce. Mista
replikace jsou zcela obklopena membranami RER, dokud neni zahéjeno sestavovani Vviru.
Replikace VACV indukuje expresi pozdnich gend, které jsou potiebné pro sestaveni

virionu. V tom okamziku se zcela méni organizace virovych tovaren.

Tvorba virioni

5-6 h po infekci se v. DNA oblastech virovych tovaren oddéluji membrany RER od
mist replikace a jsou zde pozorovany mal¢ membrany nazyvané podle svého tvaru
membranové pulmésice nebo také nezralé viriony (IV) (Novoa et al., 2005).

Na rozdil od vétSiny ostatnich obalenych virt je virus vakcinie neziskdva pucenim
do organel nebo pies plasmatické membrany, ale vyvijeji se uvniti cytoplasmy, jako malé
kusy membrany (Unger et al., 2013) tvofené jedinou lipidovou dvojvrstvou s externi
vostinovitou (Sestihrannou) miizkou, sestavajici z trimera D13 proteinu (Heuser, 2005;

Hollinshead et al., 1999; Szajner, 2005), které rostou do charakteristickych ptlmésict
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(Maruri-Avidal et al., 2013; Bisht et al., 2009a). Jak se pulmésice zvétsuji, aby
tvofily sférické nezralé viriony (IV), elektronopticky husty material obsahujici proteiny
core a DNA je jimi pohlcen (DALES & SIMINOVITCH, 1961; Morgan, 1976). Vngjsi
strana vyvijejici se membrany je podporovana a formovana miizi tvofenou proteiny D13.
Byly identifikovany tfi hlavni slozky srpkovitych membran: dva transmembranové
proteiny A17 a A14 a protein leSeni D13.

Nasledné IV prochazi dramatickou zménou tykajici se ztraty D13 leSeni po
zpracovani membranového protein A17 (Bisht et al., 2009b), $tépeni hlavnich proteint
core (Moss & Rosenblum, 1973) a vzniku intramolekularnich disulfidovych vazeb v ramci
membranovych vstupnich proteind (Senkevich, 2005; Senkevich et al., 2002), coz
kulminuje vytvofenim infekéniho zralého virionu tvaru cihly, coz je IMV (Condit et al.,
2006). Pro vétsinu viriond kon¢i morfogeneze v této chvili a IMV jsou uvoliovany po lyze
bunky. Zbyvajici viriony jsou transportovany z virovych tovaren mikrotubuly (Ward,
2005; Sanderson et al., 2000) do mist ¢asnych endosomu (Tooze et al., 1993) a trans-Golgi
cisteren (Hiller & Weber, 1985; Schmelz et al., 1994), kde jsou obaleny dvojitou bunécnou
membranou. Vznikly virus se nazyva intracelularni obaleny virus (IEV) (Moss, 2006).

Mechanismus tvorby IEV neni zcela objasnén, ale mezi potfebné virové proteiny
patii A27, B5 a F13 (Condit et al., 2006; Smith et al., 2002b). B5 a F13 jsou dva z nejmén¢
deviti virovych proteind, které jsou zaclenény do nebo spojeny s obalujicimi membranami.
IEV jsou ptepravovany mikrotubuly na periferii buniky (Geada et al., 2001; Hollinshead et
al., 2001; Ward & Moss, 2001; Rietdorf et al., 2001). Pii jejich pohybu byl prokazan vliv
proteinu F12 a A36 (Van et al., 2002; Ward & Moss, 2001; Rietdorf et al., 2001). Funkci
A36 je nabor a vazba kinesinu-1 na IEV. A ptestoze A36 spolupracuje s kinesinem-1, neni
nezbytny pro dopravu IEV k povrchu bunky, zatimco F12 je.

Na periferii bunky IEV partikule musi piekonat vrstvy kortikalniho aktinu, aby
doséhly plazmatické membrany. Bylo zjiSteno, Zze VACV za timto ucelem moduluje
dynamiku perifernich microtubull a kortikalni aktin pomoci F11 zprostfedkované inhibice
RhoA signalizace (Arakawa et al., 2007a; Arakawa et al., 2007b). Jakmile IEV jednou
dosahne plasmatické membrany, vnéj$i membrana IEV fuzuje s plazmatickou membranou,
aby se CEV vystavil na povrchu bunky. Béhem tohoto procesu zacina byt bilkovina A36
lokalizovana pod CEV, s vétSinou polypeptidového fetézce na cytosolické strané
plazmatické membrany (Van et al., 2002). Zde muze byt fosforylovana (Wolffe et al.,
2001) src kinazami, aby doslo k disociaci virionu od kinesinu-1 (Newsome, 2004) a

zahajena signaliza¢ni kaskada, ktera vede k polymeraci aktinu pod CEV (Frischknecht et
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al., 1999). Tyto nukleace aktinu tvofi tvorbou aktinovych vlaken vybézky, které
umozni CEV infikovat sousedni buiky.

Exocytoza IEV ¢astice neni jediny zptsob, jakym mutize byt EEV tvofen. Bylo také
zdokumentovano puceni IMV pies plasmatickou membranu VACV kmenu IHD-W z FL
bunék (Tsutsui, 1983) a kmenta WR, IHD-J a MVA z HelLa bunék (Meiser et al., 2003). V
tkanové kultufe pod tekutym médiem mohou uvolnéné EEV infikovat bud’ sousedni burniky
nebo se $ifit jednosmérnym zptsobem na distalni bunky (Law et al., 2002) a tak tvofit
charakteristické plaky ve tvaru komet, jejichz ohony jsou tvofeny sekundarnimi plaky.
Konecné VACV také zvySuje pohyblivost buiiky, coz by také mohlo pomoci Siteni virové

infekce (Sanderson et al., 1998).

2.1.1.4 Modulace aktivity chemokini VACV

Poxviry, stejné¢ jako jiné velké DNA viry, vyvinuly Cetné strategie umoziujici
modulaci imunitni odpovédi hostitele. Exprimuji bilkoviny, které jsou neesencialni pro
replikaci viru a soucasné atakuji rtizné komponenty jak piirozené imunity hrajici
vyznamnou roli v ¢asnych fazich virové infekce, napf. rozeznani viru pomoci Toll-like
receptorll, interferonovy systém, NK buniky a makrofagy, tak i rizné slozky specifické
imunitni T a B bunééné odpovédi, ktera hraje casto kli€¢ovou roli pii eliminaci patogend.

Predpoklada se, ze mnoho z gent, které koduji proteiny urCujici hostitelské
spektrum viru a moduluji imunitni odpoveéd” (Moss & Shisler, 2001; Werden et al., 2008),
bylo pfevzato virem z imunitniho systému hostitele, nicméné nékteré nesdileji podobnost
s zadnym hostitelskym genem. Geny pro imunomodulétory jsou tak rozdilné, Ze neexistuje
jediny ortholog, ktery by byl spolecny pro vSechny poxviry. To je projevem vyznamnych
rozdili v patogenezi a hostitelském spektru mezi jednotlivymi viry. Napf. zatimco
orthopoxviry jako je Cowpox virus a Vakcinia virus produkuji rizné homology receptort
pro tumor necrosis factor (TNF) a interleukin-1f (IL-1B), skupiny capripox Virus,
leporipox virus, suipox virus a jatapox virus srovnatelné orthology netvoii (Barry &
McFadden, 1997; Moss & Shisler, 2001). Misto toho syntetizuji podobné proteiny, které
pravdépodobné inhibuji prezentaci antigen pomoci MHC (Yewdell & Hill, 2002).

Podle funkce mohou byt tyto poxvirové imunomoduldtory déleny do tii skupin
(Nash et al., 1999).
- intracelularni inhibitory vnitrobunéénych signalnich drah pfirozené protivirové

imunity;
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- intracelularni imunomodulatory snizujici expresi receptori umoznujici rozeznani
virovych antigent na povrchu infikovanych bun¢k nebo blokujici prezentaci virovych
antigenti imunitnim bunkam (Orange et al., 2002; Yewdell & Hill, 2002)

- extracelularni imunomodulatory nazyvajici se virokiny (napodobujici rizné molekuly
imunitniho systému) a viroreceptory (podobné extracelularnim doménam bunéénych
receptortl), které blokuji slozky komplementu, interferony, prozanétlivé cytokiny,
chemokiny a rustové faktory (Johnston & McFadden, 2003)

Klicovym procesem zapojenym do reakce hostitele proti infekci je migrace leukocytii do

oblasti poranéni a infekce béhem zanétlivého procesu.

Chemokiny

Chemokiny a chemokinové receptory, které jsou schopné mobilizovat a aktivovat
rizné tiidy leukocyti (Mahalingam & Karupiah, 2000), hraji klicovou roli v prub&hu
imunitni odpovédi proti virim (Cook, 1996). Chemokiny nebo také chemotaktické
cytokiny pfedstavuji skupinu strukturné podobnych proteinti, které 1ze nalézt u obratlovc,
baktérii 1 virt. V soucasnosti je zndmo pies 50 genl pro chemokiny u lidi, které se vazou
na piiblizné¢ 25 chemokinovych receptorii, které patii do rodiny receptorii se sedmi
transmemranovymi doménami a asociaci s G proteinem.

Ptestoze byly chemokiny ptivodné studovany jako mediatory migrace leukocyti
Vv prubé¢hu imunitniho dohledu a zanétu, je v soucasnosti znamo, Ze zastavaji rizné funkce
v pribéhu ne jen fyziologickych procesii jako jsou migrace a zrani leukocytil, vyvoj a
oprava tkani, hematopoéza a angiogeneze, ale i patologickych procest zahrnujicich
imunitni reakce v pribéhu mikrobidlni infekce, zanétliva a autoimunitni onemocnéni,
tumorigenezi a metastazovani nadoru (Blanchet et al., 2012).

Chemokiny jsou malé bazické proteiny tvotené 70 az 125 aminokyselinami
s molekulovou hmotnosti 6-14 kD. Jsou klasifikovany podle uspotadani cysteinovych
zbytkit na N koncové oblasti molekuly na XC, CC, CXC a CX3C chemokiny, kdy C
piedstavuje pocet cysteinovych zbytkil tvoficich disulfidické mustky a X pocet
aminokyselin vyskytujicich se mezi prvnimi dvéma cysteiny. CXC skupina se n¢kdy dale
déli na ELR+ a ELR- typy podle pfitomnosti tripletu aminokyselin Glu-Leu-Arg, ktery
V primarni aminokyselinové sekvenci predchdzi prvni cysteinovy zbytek. Zatimco CXC
chemokiny s ELR+ maji angiogenni funkci, ELR- chemokiny maji angiostatické vlastnosti.

Chemokiny vykonavaji svou biologickou funkci vazbou na specifické receptory na

povrchu cilovych bun¢k délici se do skupin CXCR, CCR, XCR a CX3CR podle
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chemokini, které vazou. Interakce chemokint s receptory se 1isi svou selektivitou.
Nékteré chemokiny se vazi pouze na jeden receptor (a naopak), ale existuje i redundance
vzhledem ke skutecnosti, ze nékteré chemokiny se vazou na vice nez jeden receptor a
mnoho receptorll rozezndva vice nez jeden chemokin. Také existuji takzvané proteiny
podobné chemokinovym receptorim Duffy antigen receptor for chemokines (DARC) a
D6, které vazou mnoho CXC a CC chemokini se stejnou afinitou.

Kromé strukturni klasifikace mohou byt chemokiny také déleny podle zpiisobu
exprese a funkéni aktivity na prozanétlivé, homeostatické a se smisenou funkci (Blanchet
et al., 2012). Prozanétlivé, inducibilni chemokiny jsou tvofeny plsobenim zanétlivych
stimul®i, ovliviiyji atrahovani leukocyti do mista infekce, zanétu, poSkozeni tkani a nddort
a napomahaji koordinaci pfirozené a adaptivni imunity. Homeostatické chemokiny jsou
produkovany konstitutivné v mistech bez pfitomnosti zanétu a fidi homeostatickou migraci
lymfocytl a DB za fyziologickych podminek pfi imunitnim dohledu perifernich tkani a pfi
organogenezi lymfatické tkan¢. Dale pak tidi migraci leukocyti v pribé¢hu hematopoézy
do kostni dfen¢ a thymu a v prubéhu iniciace adaptivni imunitni odpovédi do sleziny,
lymfatickych uzlin a Peyerovych plakt. Nékteré chemokiny maji vlastnosti obou skupin a
proto jsou nazyvany chemokiny se smiSenou funkci.

Prestoze vétSina chemokinli je pfitomna v solubilni form& a nckteré mohou byt
asociovany glukosaminoglykany na bunécnych povrsich, chemokiny CX3CL1
(fractalkine) a CXCL16 jsou k buiikam, které je produkuji, vazany mucinovou stopkou.

Solubilni chemokiny nebo gradienty chemokinti navdzanych na extraceluldrni
matrix fidi migraci leukocytd, jejich lokalizaci v tkanich a systém recirkulace indukci
jejich tniku z cév i1 zpétného navratu. Mohou také tidit migraci jinych typt bungk, jako
jsou kmenové a endotelialni buiiky.

Chemokiny obecn¢ atrahuji rtizné tfidy leukocyti. CC chemokiny atrahuji jednu
nebo vice tfid mononukledrt, eozinofili a basofili. ELR+ CXC atrahuji neutrofily,
ELR- CXC lymfocyty, XC chemokin (lymphotactin) T bunky a CX3CL1 (fractalkine)
pusobi na T buiiky, NK buriky a monocyty.

Chemokiny hraji klicové role v prib&hu piirozené a adaptivni imunitni odpovédi.
Zanétlivé chemokiny jsou secernovany brzy po zacatku infekce behem aktivace ptirozené
imunity DB, makrofagy, y0T epitelovymi, parenchymalnimi a stromélnimi buikami
Vv misté vstupu patogenu (Luster, 2002; Moser et al., 2004; Esche et al., 2005; Oo &
Adams, 2010). Rozhodujici pro iniciaci pfirozené imunity je detekce komponent patogenu

pronikajiciho do organismu, coz mohou byt produkty mikrobidlntho metabolismu
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zahrnujici LPS, lipoproteiny, peptidoglykan (PGN) a nemethylovanou DNA
obsahujici CpG motivy (CpG-DNA) nebo také endogenni molekuly asociované s infekci
nebo zranénim, jako jsou fibrinogen, elastiza a defensiny. Tyto takzvané patogen-
associated molecular patterns (PAMPs) jsou rozeznavany receptory bunék piirozené
imunity takzvanymi pattern-recognition receptors (PRR) jako jsou Toll-like receptory
(TLR) a nucleotide-binding oligomerization domain (NOD) 1 a 2 vySe zminénymi
builkami v misté vstupu patogenu, které jsou PRR dobie vybaveny spole¢né s
fagocytickymi receptory pro pohlcovani bakterii a opzonizovanych partikuli. Exprese
chemokinl je také stimulovana hlavnimi zanétlivymi a imunomodula¢nimi cytokiny
indukovanymi poranénim nebo infekci, jako jsou IL-1, TNF-a, IFNy, IL-4, IL-5, IL-6, IL-
13 alL-17.

Aktivaci TLR v profesionalnich fagocytech (DB, makrofagy) dochazi k translokaci
NF-kB, hlavniho transkripéniho faktoru, ktery fidi ¢asné faze imunitni odpovédi vcetné
indukce exprese chemokind. V makrofazich a dendritickych bunikach tvofeny IL-8
(CXCLS8), MIP-1a (CCL3), MIP-1B (CCL4), RANTES (CCL5) a IP-10 (CXCLZ10).
V misté vstupu patogenu tedy dojde k vytvoreni zanétlivého prostfedi s mnozstvim
zanétlivych chemokint, coz vede k atrahovani prvni viny efektorovych bunék pfirozené
imunity jako jsou neutrofily, monocyty, NK buiky a NKT bunky, a také nezralych
dendritickych bunék, které tvofi spojeni mezi pfirozenou a adaptivni imunitou (00 &
Adams, 2010) .

Patogen muze urcit charakter imunitni odpovédi prostfednictvim aktivace riznych
TLR a nasledné exprese riznych chemokintl. Casna produkce chemokini je rozhodujici
pro formovani charakteru imunitni odpovédi, ktera ndsledovné vznika v tkanich. Napf.
produkce IL-8 navodi atrahovani neutrofilti, MIP-1a. a MIP-1p indukuji influx NK bungk,
makrofagl a nezralych DB a IP-10 navadi aktivované T bunky zpatky do tkani.

Protektivni imunitni odpovéd’ je zéavisld na koordinované a spravné nacasované
interakci riznych bunék v riznych mikroprostfedich. V pribéhu iniciace adaptivni
imunitni odpovédi hraji chemokiny roli pfi ur€ovani kvality odpovédi a rozhodovani o jeji
Z krevniho ob¢hu a tidi spolupraci mezi nimi. Lze fici, Zze obecné napomahaji spolupraci
V imunitnim systému podporovanim interakci mezi jinak fidce se vyskytujicimi buiikami

(Bromley et al., 2008).
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Obr. 2 Chemokiny Fidi migraci DB, T lymfocyti a B lymfocytii v priibéhu indukce imunitni odpovédi
(Luster, 2002).

Nezralé dendritické bunky jsou pfitahovany do tohoto mista vstupu patogenu
prostiednictvim aktivace receptori pro zanétlivé chemokiny, jako jsou CCR1, CCR5 a
CCR6, které konstitutivné exprimuji, aby zde ucinné vychytavaly antigeny. Soucasné
zacnou byt DB vystavovany stimuliim, které navozuji jejich zrani. Predstavuji je zanétlivé
cytokiny, jako TNF-a , IL-1 a produkty patogent zahrnujici LPS nebo dsRNA. Jejich
vlivem DB diferencuji na buiiky, které mohou aktivovat naivni T lymfocyty. Klicovym
rysem procesu zrani DB je zména jejich migracnich schopnosti. Zrajici DB putuji ze
zanétlivé tkan¢ aferentnimi lymfatickymi cévami do drénujicich lymfatickych uzlin, kde se
usidli v T bunécnych oblastech.

Béhem tohoto procesu, dendriticka buiika snizuje expresi receptort CCR1, CCRS5 a
CCR6 a zvysuje expresi CCR7, coz zpusobuje jeji migraci do aferentniho lymfatického
systétmu. Ligand CCR7 SLC, ktery je exprimovan v endotelu aferentniho lymfatického
systému, hraje dilezitou roli v fizeni migrace zralych dendritickych bunék obsahujicich
antigen.

Chemokiny se také podileji na ptfivadéni naivnich T a B bun¢k z krve do

lymfatickych uzlin a do kontaktu s aktivovanymi dendritickymi buiitkami, coz spusti jejich
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proliferaci a diferenciaci.

Zatimco né¢které aktivované T bunky sniZzuji expresi CCR7 a zvySuji expresi
CXCRS5 a tak jsou nasmérovany do folikulu, kde poskytnou pomoc B bunkam, jiné
aktivované T bunky zvysi expresi CXCR3 a jsou atrahovany do zanicené tkané. T buiky,
které jsou aktivovany v regionalnich lymfatickych uzlinach, po setkdni s dendritickymi
bunkami prezentujicimi antigen, se nasledné vrati do mista zdnétu detekci chemokinovych
gradientd, které se v t€chto mistech vytvoftily. Tyto efektorové T buiiky zde uplatiuji své
funkce pfimo nebo atrahovanim dalSich bunék, jako jsou eosinofily, basofily a mastocyty
(v pripadé odpoveédi Th2 typu) nebo makrofagy a neutrofily (v piipadé odpovédi Thl typu)

prostiednictvim sekrece zanétlivych chemokinti.

Inhibice chemokinii virem vakcinie

Za nepitimy dikaz vyznamného postaveni chemokinii lze povazovat mnoZstvi
mechanismu, které viry pouzivaji k neutralizaci jejich ptsobeni (Smith et al., 1997c;
Alcami et al., 1998a; Graham et al., 1997). U¢inek chemokini mohou VACV negativné
ovlivitovat jiz prostiednictvim proteint, které interferuji s TLR signalizaci, jako napt. A46
a A52 (Bowie et al., 2000; Harte et al., 2003) vlivem proteint, které inhibuji vyznamny
transkripcni faktor chemokini NF-«xB, jako jsou A52, B14, N1 a K7 (Perdiguero &
Esteban, 2009) nebo diky proteinim blokujicim aktivitu interferont jako je napf. B19, coz
je ucinny IFN-o/f vazebny protein sekvenci Ak podobny bunécnému receptoru
(Colamonici et al., 1995).

OvSem mezi hlavni anti-chemokinové strategie, které uplatituji velké DNA viry
herpesviry a poxviry, patii tvorba homologli chemokinli nebo chemokinovych receptort a
sekrece virovych chemokiny vazajicich proteinti (VCKBPs) (Alcami, 2007).

Poxviry tvori homology chemokint s funkci jak agonistti, podporujicich migraci
imunitnich bunék do mista infekce a napomahaji tak Sifeni viru, tak antagonistl
kompetitivn¢ inhibujicich vazbu chemokinii k jejich ptirozenym receptorim (Lalani et al.,
2000; Murphy, 2001). Jako piiklad muze byt uveden protein zjistény u viru molluscum
contagiosum (MCV). Tento virus zptsobuje benigni nadory ktize u imunokompetentnich
déti a oportunni infekce u hostiteli s oslabenou imunitou. Analyza kompletni sekvence
genomu lidského MCV odhalila koédujici sekvenci proteinu  104-aminokyselinami
(MC148R), ktera je strukturné podobna rodiné CC chemokinu (Luttichau et al., 2001).

Homology chemokinovych receptori (VCKRS), kterymi poxviry interferuji

s chemokiny, mohou fungovat jako antagonisté vazajici a odstranujici chemokiny, nebo
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jako agonisté, které jsou konstitutivné aktivni nebo inducibilné¢ aktivovany
chemokiny a navozuji proliferaci a migraci infikovanych bunék (Murphy, 2001;
Rosenkilde et al., 2001). Analyza dat ziskanych sekvenaci odhalila pfitomnost molekul
podobnych GPCRI v capripox viru (Cao et al., 1995) a swinepox viru (Massung et al.,
1993D).

Chemokin vazebné proteiny (CKBP) neutralizuji aktivitu chemokint jejich vazbou
nebo blokuji chemokinové gradienty vytvofené vazbou na GAG (Lalani et al., 2000;
Murphy, 2001; Lalani & McFadden, 1997; Graham et al., 1997; Smith et al., 1997a;
Alcami et al., 1998b; Parry et al., 2000; van, Berkel, V et al., 2000). Tyto nejpozd¢ji
objevené virové modulatory chemokinii nemaji buné¢né homology, jejich ptuvod je
neznamy a podle zdroje a sekven¢ni homologie jsou klasifikovany do ¢tyt podskupin.

Skupina VCKBP prvni tfidy (vCkBP-1) je tvofena dvéma proteiny: M-T7 myxoma
viru (MV) (vaze IFN-y a CXCL8) a S-T7 Shope fibroma viru. MV zpisobuje vysoce
letalni systémové onemocnéni zvané myxomatéza u Evropskych kralika (Fenner &
CHAPPLE, 1965). M-T7 protein kodovany MV je rozpustny homolog receptoru pro
IFN-y, ktery vazbou s vysokou afinitou inhibuje protivirovou aktivitu IFN-y (Upton et al.,
1992; Mossman et al., 1995). Ale na rozdil od ostatnich poxvirovych homologti IFN-y R u
M-T7 bylo jednoznaéné prokazano, ze vaze CXC, CC a XC chemokiny bez jakéhokoliv
zjevného druhového omezeni a nasledné mu bylo dano druhé oznaceni CKBP-I (Lalani &
McFadden, 1997).

Bylo zjisténo, ze vazba chemokini s CKBP-1 je interakci s nizkou afinitou, ktera
mize byt blokovana heparinem, coz naznacuje, Ze je interakce zprostifedkovana heparin
vazebnou doménou chemokind (Lalani & McFadden, 1997). Predpoklada se, ze vazba
heparin vazebnych domén chemokinti prostfednictvim CKBP-I mutze narusit na GAG
zavislé povrchové bunééné gradienty tvorené chemokiny (Lalani & McFadden, 1997). In
vivo diikazem svédc¢icim o tom, ze haptotakticky gradient chemokind mize byt v prib&hu
virové infekce narusen CKBP-I, je pozorovani dramaticky vyssi migrace leukocytt do
mista infekce kraliki rekombinantnim myxoma virem s pierusenym CKBP genem
(Mossman et al., 1996).

Mnoho poxvirt produkuje secernované CKBP, které vazou s vysokou afinitou
mnoho CC chemokini a kompetitivn¢ tak inhibuji vazbu CC chemokini na jejich
piirozené bunécné receptory (Graham et al., 1997; Smith et al., 1997b; Alcami et al.,
1998b). Clenové této rodiny podobnych proteinti jsou nazyvany CKBP typu Il (CKBP-II)
nebo také virové inhibitory CC chemokint (VCCI) nebo T1/35 kDa rodina CC-CKBP, coz
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odpovida zatazeni kK T1 genam z leporipoxvira (existuje napt. S-T1 Shope fibroma
viru, ¢i M-T1 MV) a 35 kDa genim z orthopoxvirt (napf. u vakcinia viru, COwpox viru,
ectromelia viru, camelpox viru, rabbitpox viru a variola viru). Studie zabyvajici se vazbou
a inhibici chemokint prostfednictvim CKBP-II prokazaly specifi¢nost pro CC chemokiny,
ale ne pro XC, CXC a CX3C chemokiny (Graham et al., 1997; Smith et al., 1997a; Alcami
etal., 1998a; Burns et al., 2002; Smith & Alcami, 2000).

Na rozdil od bunéénych receptori chemokinti, které obvykle rozeznéavaji pouze
omezené podskupiny chemokinti jsou tyto poxvirové CKBPs schopné siln¢ interagovat
(Kd=10"%-10°) s mnoha CC chemokiny, a mohou w&nn& blokovat vazbu t&chto
chemokint k jejich receptorim (Graham et al., 1997; Smith et al., 1997b; Alcami et al.,
1998b; Smith & Alcami, 2000). Aminokyselinovou sekvenci se CKBP-Il proteiny
nepodobaji znamym chemokinovym receptorim, GPCR ani jinym sav¢im proteinim
(Graham et al., 1997; Smith et al., 1997b; Alcami et al., 1998b; Smith & Alcami, 2000).
Kinetickou analyzou vazby CKBP-Il VACV (ktery je také znamy jako VV-35 kDa, B29R
nebo vCCI) s chemokinem MCP-1 se zjistilo, ze vCCI ma velmi pfiznivé kinetické
parametry pro kompetitivni inhibici CC-chemokinti (Seet et al., 2001; Beck et al., 2001).

Funkéni srovnani dvou orthopoxvirovych CC CKBP, VV-CKBP-II proteinu, ktery
je soucasné rabbitpoxvirovym 35 kDa proteinem (RPV-CKBP-II), s myxomavirovym
(MV) CKBP-Il (M-T1), prokazalo, ze navzdory pouze 40 % identité, maji tyto CKBP
velmi podobnou schopnost in vitro potlacit signalizaci a chemotaxi indukovanou
CC-chemokiny (Lalani et al., 1998). Vyfazeni genu M-T1 myxoma viru nebo genu
RPV-CKBP-I1I rabbitpox viru vedlo k zvyseni pocate¢ni leukocytarni infiltrace tkané v
misté virové infekce, ackoli byl soucasné pozorovan maly nebo nulovy vliv na celkovou
virulenci nebo letalitu dele¢nich mutant (Graham et al., 1997; Lalani et al., 1999;
Martinez-Pomares et al., 1995). Nicméné pozorovani, ze tyto poxvirové CKBP-1I proteiny
mohou in vivo vyznamné inhibovat akumulaci leukocyta jak pii virové infekci (Graham et
al., 1997; Lalani & McFadden, 1999), tak v ptipadé aplikace ve formé purifikovaného
proteinu (Alcami et al., 1998b; Dabbagh et al., 2000) poukazalo na moznost pouziti téchto

Piitomnost jedine¢nych, konzervovanych sekvenci poxvirovych CKBP-II proteini
a jejich schopnost interagovat s mnoha CC chemokiny rtznych druhd vzbudily zajem o
definovani strukturalniho zakladu, pomoci néhoz tato rodina proteint §iroce rozeznava a
inhibuje své ligandy. Rentgenova krystalografie struktury CKBP-11 proteinu cowpox viru

(CPV) potvrdila, ze se jeho struktura doopravdy lisi od jakychkoli GPCR ¢i znamych
34



savCich receptord, piestoze ma strukturdlni zahyb, ktery vzdalen¢ pfipomina
kolagen vazebnou doménu adhesinu bakterie S. aureus (Carfi et al., 1999).

Skupina CKBP-3 obsahuje pouze jediny protein M3 gammaherpesviru-68.

Nejnovéjsi skupina CKBP-4 zahrnuje proteiny produkované a herpes viry, jako je

napf. konisky herpes virus, bovinni herpes virus, herpes virus 1, apod.

2.1.1.5 VACV CKBPII a jeho terapeutické vyuziti

Infekce tkanové kultury bunék virem vakcinie vede k sekreci nékolika polypeptida
do média. Jako prvni identifikovali McCrae & Pennington (McCrae & Pennington, 1978)
protein velikosti pfiblizné¢ Mr 35 000 (35 K) ktery byl vylu€ovan ve velkém mnozstvi v
Casnych a pozdnich fazich po infekci o¢kovacim kmenem viru vakcinie Evans. Skupina
Dr. Patela poté zjistila, ze je podobny protein také secernovan po infekci kmenem Lister,
ale ne kmeny Wyeth, ¢i Tian Tan. Gen kodujici vVCCI protein kmenu Lister byl touto
skupinou zmapovan v oblastech invertovanych terminalnich repetici genomu. Sekvence
DNA této oblasti ukézala, ze konce genu jsou velmi podobné diive publikovanym
sekvencim lemujicim gen WR, ktery koduje protein priblizné velikosti 7500 (7.5K), ktery
je zkracenou formou proteinu vCCI kmenu Lister. Secernovany protein VCCI kmenu Lister
neni nezbytny pro mnozeni viru v tkanové kultute (Patel et al., 1990).

Funkce tohoto proteinu byla pozdéji objevena tfemi laboratofemi. V prvni z nich
byla testovana pomoci povrchové plasmonové rezonance chemokin vazebna schopnost
solubilnich proteinti v supernatantu bunék infikovanych VACYV a bylo zjisténo, ze 35 kDa
protein vaze CC chemokiny (Smith et al., 1997a). V druhém ptipadé byl protein
identifikovan jako vCKBP srovnanim s piibuznym proteinem (T1) Leporipoxviru, ktery
ma schopnost vazat CC chemokiny (Graham et al., 1997). Ve tietim pfipad¢ byly v
supernatantech VACV infikovanych bunék detekovany proteiny vazajici chemokiny
znacené izotopy a poté byly zmapovany geny, které je kodovaly (Alcami et al., 1998a).

Tyto udaje ukézaly, Ze protein je secernovan z infikovanych bun€k béhem rané a
pozdni faze infekce a vaze s vysokou afinitou siroké spektrum CC chemokind. Protein byl
schopny vazat CC chemokiny v roztoku a zabranit jim v dosazeni jejich pfirozenych
receptord na bunkach. Blokovani vazby chemokinti na buriky tak zabranilo pfenosu signalu
a chemotaktické reakci. V in vivo modelu tento protein inhiboval eozinofilii vyvolanou
podanim eotaxinu (Alcami et al., 1998Db). Je ziejmé, ze VCCI neni potiebny pro replikaci
viru v bunééné kultute, protoze ne vSechny kmeny VACV jej exprimuji (Alcami et al.,

1998b) a odstranéni kodujiciho genu z VACV kmene Lister neinhibovalo replikaci viru
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(Patel et al., 1990). Existuji vsak dukazy, ze tento protein hraje roli in vivo. Ve
studii zkoumajici virulence virt vakcinie na myS$im modelu bylo pfi pouZiti intranazalni
aplikace prokazano, ze virus upraveny tak, aby exprimoval vCKBP, vykazoval pfi
porovnani s kontrolnim virem snizenou virulenci (Reading et al., 2003b). Exprese vVCKBP
zpusobila oslabeni Vviru, které se projevilo mensi replikaci viru, mensim $ifenim a horSim
atrahovanim zanétlivych bunék do plic. V tekutinach ziskanych bronchoalveolarnim
vyplachem plic zvifat infikovanych virem, ktery exprimoval VCKBP, byly detekovany
nizsi hladiny CC chemokinti (MIP-1a, eotaxinu a MCP-1) a nizsi chemotakticka aktivita
pro mysi leukocyty in vitro. Tato pozorovani svédéila o tom, Zze vCCI hraje dilezitou roli
pii regulaci migrace leukocyti do plic v prabéhu infekce VACV.

V soucasnosti se jiz vi, ze VCCI predstavuje strategii uniku viru imunit¢ béhem
casnych stadii infekce, kdy vaze s vysokou afinitou CC chemokiny, kompetitivn¢ inhibuje
jejich interakce s buné¢nymi receptory a redukuje tak inicialni influx leukocytti do mista
zanétu. Neni pfitom esencidlni pro rast v bunécné kultuie. Nesdili sekvencni podobnost se
znamymi bunécnymi chemokinovymi receptory. Mlze pfedstavovat virovou verzi dosud
neobjevené¢ho bunééného receptoru.

Z hlediska struktury sdileji VvCCIl proteiny produkované riiznymi poxviry
40-95%-ni sekvenéni identitu aminokyselin (Carfi et al., 1999). Charakteristické je pro né
stejné mnozstvi a usporadani cysteintl. Pies vyraznou heterogenitu v sekvenci napi. mezi
VCCI z Leporipoxviru a VCCI z Orthopoxviru je jejich funkéni aktivita stejna. Tato funkce
je zajisténa konzervativnimi motivy v proteinu, které navozuji vzdy stejnou konformaci,
coz vytvari CC chemokin vazebnou aktivitu (Seet et al., 2001). Z chemického hlediska ma
molekula proteinu VCCI kompaktni globularni strukturu, ktera je tvofena dvéma
paralelnimi [B-listy, dvéma kratkymi a-helixy a nékolika klickami, které spojuji tyto
sekundarni strukturni elementy (Carfi et al., 1999).

Zajimavou otazkou je vliv struktury na vazbu VCCI K mistu, kterym se chemokin
vaze K receptoru. Vazbu na chemokiny se sekvencni odlisnosti umozni jednak fyzikalné-
chemické vlastnosti povrchu chemokini, které jsou konzervovany ptes aminokyselinové
odlisnosti, a dale také flexibilita molekuly VCCI, kterd umoziuje mirné¢ piizptisobit své
uspofadani riznym ligandam (Beck et al., 2001).

Mechanismus uc¢inku VCCI spociva ve zptisobu vazby na chemokin. Rozhodujici je,
na jakém mist¢ chemokinu se tento protein vaze a jak to ovlivni dal$i oblasti molekuly
dulezité pro funkci chemokinu. vCCI protein mize jednak branit vazbé chemokini na

receptory asociované s G proteinem, ¢imz blokuje pienos signalu do cilové buiiky. Rovnéz
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tak brani vazbé CC-chemokinii na glykosaminoglykany, coZz zabranuje vazbé
CCchemokinii na luminalni povrch endotelii a vytvofeni chemokinového gradientu
Vv extracelularni matrix. Tim je blokovana chemotaxe bunék (Beck et al., 2001).

Vazebny profil VCCI proteinu je charakterizovan vysokou afinitou piedevsim
nasledujicich chemokinti (fazeno v sestupném potadi dle afinity k receptoru): MIP-1a
(CCL3), Eotaxin (CCL11), RANTES (CCL5), MCP-1 (CCL2). Tyto chemokiny hraji
vyznamnou roli pfi navozeni €asné protivirové imunity, protoZe atrahuji a koordinuji
funkci makrofagl, monocytt, T lymfocyt. Déle jesté protein vaze cca 26 CC chemokint
S nizsi afinitou. Existuji rovnéz CC-chemokiny, které¢ VCCI nevaze, napi. CCL22, CCL17
a CCL25 (Burns et al., 2002).

Protein vCCI je koédovan genem C23L-B29R (u kmenu Lister), ktery se vyskytuje
ve dvou kopiich v invertovanych terminalnich repeticich, je exprimovan pod kontrolou
7,5K promotoru pied i po syntéze virové DNA. Tento protein je produkovan kmeny Lister
(C23L), Evans, Cowpox virus (Hu et al., 1994), Ectromelia virus, Sameopox virus,
Rabbitpox virus (Martinez-Pomares et al., 1995), Racoonpox virus, Leporipox virus,
Myxoma virus (N-T1) (Graham et al., 1997) a variola virem Somalia (Massung et al.,
1993a). V kmenech Copenhagen (C23L-B29R) a Praha je zkracen mutaci s posunem
Cteciho ramce v signalni sekvenci. Dale se vyskytuje pouze ve zkracené form¢ 7,5kDA
v kmenu WR. V kmenech Tian-Tian a Wyeth neni vVCCI pfitomen. (Alcami et al., 1998a;
Graham et al., 1997; Smith et al., 1997a; Lalani & McFadden, 1997).

Pomoci tvorby dele¢nich mutant byla studovana role VCCI v patogenezi infekce
poxviry. Delece genu pro vCCl u viri Rabbitpox vedla ke zvySené virulenci viru po
intranasalni inokulaci subletalnich davek (10° PFU) Balb/C myS$im a neméla vliv na
virulenci po intradermalni injekci kralikim (Martinez-Pomares et al., 1995).

Delece 43kDa M-T1 proteinu u Myxoma viru, ktery patii do stejné skupiny
CKBP-2 inhibujici CC chemokiny nevedla ke snizeni letality myxomatozni infekce
kralikd. DoSlo k vyraznému influxu leukocytli, hlavné monocytli a makrofagh do mista
infekce, ktery byl spojen s vyrazn€j§imi zanétlivymi projevy bez sniZzeni mnoZzstvi viru.
Bunky, které infiltrovaly misto infekce, virus neodstranily. Pfedpoklada se vliv dalSich
imunomodulaénich proteind, které jejich funkci inhibovaly (Lalani et al., 1999).

Naopak exprese vCCl VACV kmenem WR (s deleci genu pro IFN-yR) vedla k jeho
vyrazné atenuaci pfi intranasalni infekci mysi, ktera byla spojend s mensi infiltraci plic
zanétlivymi bunikami (Reading et al., 2003c).

Poxviry mohou produkovat simultdinné¢ nékolik CKBP, které pravdépodobné
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funguji riznymi mechanismy v riznych fazich a na vice mistech virové infekce.
Podle nékterych autort (Ruiz-Arguello et al., 2008) by v budoucnosti mély byt ziskavany

atenuované viry deleci celych skupin imunomodulacnich gent.

Terapeutické vyuZiti vVCCI

Chemokiny reguluji a ne¢kdy zhorSuji pribéh riznych onemocnéni, jako jsou
roztrousena skleroza, cukrovka, artritida nebo zanét vyvolany alergii (Rothenberg et al.,
1999; Yuan et al., 2001; Pease & Williams, 2001; Nelson & Krensky, 2001; Gerard &
Rollins, 2001). Pfedchazeni naboru leukocyti do mista zanétu pomoci antagonisti
chemokint pfedstavuje intervenci, kterd by mohla ptedejit naslednému poskozeni tkané
(Proudfoot et al., 2000). Nicmén¢ ze slozitosti a redundance chemokini vyplyva, ze
specifické inhibitory chemokin by mohly byt mén¢ u¢inné, nez Sirokospektré inhibitory
zanétlivych chemokinti (McFadden & Kelvin, 1997; Murphy, 2000).

Podle nekterych autorti (Ruiz-Arguello et al., 2008) se vyzkum imunomodula¢nich
virovych molekul jako bioterapeutik podoba situaci s peptidy z hadiho jedu. Jejich vyzkum
vedl k vyvoji dvou vyznamnych farmaceutik pouzivanych pii 1é¢b¢ kardiovaskularnich
nemoci, a to inhibitori angiotensin-konvertujiciho enzymu a gplIbllla antagonisti.
Podobné se predpoklada, ze vyzkum virovych imunomodulatort povede k vyvoji novych
farmaceutik na 1é¢bu zanétlivych onemocnéni.

Soucasné 1€ky potlacujici imunitu maji fadu nevyhod. Pisobi na cely organismus a
jsou doprovazeny vedlejSimi u¢inky. Naproti tomu virové imunomodulatory, které jsou
exprimovany viry casto pouze piechodné, v nizkych davkach a v omezeném
mikroprostiedi infikované tkan¢, kombinuji vysokou G¢innost s vyraznou specifitou (Lucas
& McFadden, 2004). CKBP-1l byly testovany na zvifecich modelech jako potencialni
nadmérnd zanétliva reakce vyznamnou roli.

Jednim z prvnich piikladd prokazujicich ucinnost CKBP byla studie, v niz byl
pouzit purifikovany rekombinantni VCCI jako fuzni protein v rdmci modelu alergického
zanétu u morcete (Alcami et al., 1998b). Intradermalni injekce VCCI ucinné inhibovaly
akumulace eozinofilti vyvolané eotaxinem, ale ne C5a nebo leukotrienem B4 (Alcami et
al., 1998b). Poté byl vCCI protein cowpox viru fuzovany s Fc oblasti lidského
imunoglobulinu 1gG1 pouzit jako 1é¢ebny prostiedek k blokovani zanétu dychacich cest v
mySim modelu alergenem navozeného perivaskularniho a peribronchialniho zanétu

(Dabbagh et al., 2000). Jedna davka vCCI podaného intranazaln¢ postacovala k zabranéni
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naboru leukocytti do plic bez soucasného ovlivnéni zanétlivé reakce v pobfisnici.
Dilezité je, ze pomoci VCCI nebyla ovlivnéna systémova imunitni odpovéd (Dabbagh et
al., 2000). Tyto povzbudivé vysledky naznacily, ze by proteiny vCCI mohly byt vhodné k
1é¢bé 1 dalSich zanétlivych stavil zprostfedkovanych CC chemokiny.

Protein vVCCI byl dale testovan ve formé proteinu exprimovaného adenovirovym
vektorem (Ali et al., 2005) a ve formé proteinu exprimovaného lentivirovym vektorem
(Bursill et al., 2009). V prvnim piipadé byl adenovirus exprimujici VCCI pouzit pro
experimentalni 1é€bu akcelerované aterosklerozy na mysSim modelu s deleci genu pro
Apolipoprotein E. Po syst¢émovém podani prostfednictvim jediné intravenozni injekce
adenoviru s VCCI doslo k inhibici chemotaxe zprostfedkované CCRS v mysi plazmé a
dramatické redukci ztlusténi cévni stény, zmenseni bunécné proliferace, obsahu bunék
hladkého svalstva a cCasnému naboru makrofagiido cévniho $tépu postizeného
akcelerovanou aterosklerozou (Ali et al., 2005).

Pro experimentalni léCbu aterosklerozy na mySim modelu s deleci genu pro
Apolipoprotein E byla pouzita také exprese VCCI genu pomoci lentiviru (Bursill et al.,
2009). Po intraven6znim podani tohoto vektoru byla pozorovana dlouhodoba exprese VCCI
doprovazena inhibici aktivity chemokinii a zmensenim velikosti aterosklerotickych platu.

Dalsi verzi proteinu VCCI je MPV vCCI produkovany Monkeypox virem (MPV).
Jeho schopnost vazat CC chemokiny byla testovana na modelu primati - makakt (Jones et
al., 2008). Na mySim modelu bylo dale zjisténo, Ze podani purifikovaného
rekombinantniho MPV VCCI snizilo zavaznost akutni faze a zabréanilo relapsu
experimentalni alergické encefalomyelitidy, ktera je zvifecim experimentalnim modelem
rozstrousené sklerozy u lidi (Jones et al., 2008).

Vyuziti tohoto proteinu by mohlo byt dale testovano pro experimentalni 1écbu
chorob, v jejichz patogenezi hraji velkou roli chemokiny (napf. revmatoidni artritida,
Alzheimerova choroba, diabetes prvniho typu, Parkinsonova nemoc, Gravesova nemoc,

demence spojena s infekci HIV).

2.1.2. Virus vakcinie jako vakcina proti nadorim

VACV ma pro uZiti jako terapeuticka nddorova vakcina mnohé ptiznivé vlastnosti.
Poxvirové vektory maji Siroké hostitelské spektrum, tvofi stabilni rekombinanty, dobfe se
replikuji a vlozené geny podléhaji i€¢innému posttranslacnimu processingu. Velky genom
poxvirt (piiblizné¢ 190 Kb u sav¢ich poxviri a 300 Kb u ptadich poxvirti)) umoznuje

odstranéni nebo vlozeni velkych tsekit DNA (vice nez 10 Kb), aniz by doslo ke ztraté
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infekénosti (Pastoret & Vanderplasschen, 2003). Intracelularni exprese transgent
umoziuje prezentaci antigent prostiednictvim MHCI a MHCII, coz vede k aktivaci jak
CD4+ , tak CD8+ T lymfocytu (Tsang et al., 1995). Humoralni odpovéd’ proti nadorovym
antigeniim muze byt také navozena. Virova replikace a transkripce poxvirovych gent je
omezena na cytoplazmu hostitelské bunky, coz vylucuje riziko inzer¢ni mutageneze
(Roberts & Smith, 2008). VACYV infikuje sav¢i bunky a exprimuje rekombinantni geny
ptiblizn¢ 7 dni, nez je infikovana buinika odstranéna imunitnim systémem (Moss, 1996).
Avipox viry exprimuji transgeny v sav¢ich bunkach 14 az 21 dni (Somogyi et al., 1993).
Lyofilizované vakciny zalozené na VACYV jsou stabilni (COLLIER, 1955), levné, snadno
se pripravuji a aplikuji. V mnoha preklinickych a klinickych pokusech bylo prokazano, ze
VACV exprimujici antigeny asociované s nadory (TAA) jsou schopny navodit silnou

imunitni odpovéd..

2.1.2.1 Pozadavky na nadorovou vakcinu

V minulosti bylo navrzeno a klinicky testovano velké mnozstvi nadorovych vakcin
zacilenych proti dobfe charakterizovanym antigenim asociovanym s nadory. Hlavnim
cilem vsech pouzitych strategii bylo vzdy dosazeni co nejvét§iho mnozstvi specifickych
CD8 T lymfocyta (Pandolfi et al., 2011). S piibyvajicimi informacemi ziskanymi v
provadénych pokusech se zacaly stale Castéji objevovat fakta svédéici o tom, ze pouze
imunoterapie. I pfi pouziti velmi uéinnych postupti, jako jsou napt. adoptivni bunécné
terapie, pfes dosazeni vysokého poctu cirkulujicich protinadorovych CD8+ T bunék,
nebyly tyto builky asi u poloviny pacientli schopné navodit klinickou regresi nadoru
(Slingluff, Jr. & Speiser, 2005).

T bunky infiltrujici nador se bézné projevovaly jako anergické nebo Spatné
reagujici na antigenni stimulaci, coZ vedlo k vnimani naddorového mikroprostiedi jako
nepiatelského vici T bunééné odpovédi (Zippelius et al., 2004) a formovani nazoru, Ze
efektivni imunitni terapie vyzaduje simultanni indukci T bunéénych reakci proti vétSimu
mnozstvi antigenll a podporu aktivity T bun€k v nddorové tkani.

Bylo jasné, Ze imunitni kontrolu nadort ovliviiuji dosud neznamé faktory, které
jsou postupné objasiovany a v soucasnosti predstavuji hlavni cile, na néz je zaméten
vyzkum v nadorové imunoterapii (Slingluff, Jr. & Speiser, 2005).

Aby tedy byla terapeuticka nadorova vakcina u¢inna, musi dosahnout dvou cilii. Za

prvé - musi stimulovat specifické imunitni odpovédi viici ptisluSnému antigenu. Za druhé —
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musi pfekonat imunosupresivni mechanismy vytvoiené nadory (Bilusic & Madan,
IFN-y produkujicich protinddorovych CD8+ T bunék, vytvoieni vysoce kvalitnich
polyklonalnich a polyfunkénich efektorovych CD8+ T bunék s vysokou aviditou, které
jsou schopné odhojit nador, protoze maji odpovidajici migrac¢ni a efektorové funkce, které
jim umoznuji vyhledat a znicit nadorové bunky in vivo (Appay et al., 2008; Klechevsky et
al., 2008) a také vytvoreni dlouze zijicich pamétovych CDS8 + T bun¢k schopnych zabranit
relapsu nadoru.

Kromé¢ kvality CD8+ T bunék predstavuje dalsi kliCcovy parametr wc¢innosti
protinadorové imunity také kvalita CD4+ T bunék (Pardoll & Topalian, 1998). CD4+ T
bunky pisobi prostfednictvim mechanismu, jako jsou: poskytovani pomoci mnozeni
antigen specifickym CTL zaméfenym proti nadoru (Antony et al., 2005), aktivace
makrofagi v mistech nadoru (Corthay et al., 2005) a aktivni zabijeni nadorovych bunék
(Quezada et al., 2010). Kromé toho je vSeobecné pfijata teorie, ze antigen specifické
CD4+ T bunky jsou zasadni pro vznik dlouhodobé imunologické paméti zprostiedkované
CD8+ T buikami (Sun & Bevan, 2003).

K dosazeni hlavniho cile nddorovych vakcin, tedy k vytvofeni dlouhodobé
funk¢nich CTL, které mohou pusobit cytotoxickymi ucinky na nadorové burky, musi
prob&hnout ¢tyii nasledujici kroky. Dendritické buniky (DB) musi zachytit in vivo antigeny
z naddorovych vakcin. Dale musi DB s nddorovymi antigeny aktivovat CTL v lymfatickych
organech. Pot¢ musi aktivované CTL vstoupit do nadorového mikroprostiedi, kde je
imunitni odpoveéd’ tlumena riiznymi negativnimi signdly a vykondvat zde své funkce. A
kone¢né¢ musi cytotoxické ucinky navozené CTL piekonat toleranci vyvolanou
nadorovymi buitkami. Kazdy z téchto jednotlivych krokli je slozitym procesem, ktery
mize byt blokovan mnoha zptsoby (Yong et al., 2012).

Dendritické buiiky jsou rozhodujici pro tvorbu imunitni odpovédi a jako takové
predstavuji cile a vektory pro vakcinaci (Palucka et al., 2011). DB hraji klicovou roli pfi
pfimém primingu T bunék nebo prosttednictvim krosprezentace, jak dokazuji studie u mysi
(Banchereau & Steinman, 1998; Yewdell & Haeryfar, 2005). DB také reguluji imunitni
odpovédi. Pochopeni jak DB vyvolavaji, reguluji a udrzuji T bunéénou imunitu (Steinman
& Banchereau, 2007; Melief, 2008a) je zasadni pro navrzeni novych nadorovych vakcin s
lepsi klinickou u¢innosti.

Hlavnim cilem pfi uziti nadorovych vakciny je produkce tzv. kompletné zralych

dendritickych bunék (DB jsou nejvice specializované APB), protoze jenom ty jsou schopné
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stimulovat odpovéd’ antigen specifickych T bunék de novo (Vanderlocht et al.,
2010). V Kklasickych protokolech jsou DB aktivovany a pulsovany TAA nebo
transfektovany RNA kodujicimi nadorové epitopy a pak podany hostitelim s nadorem
(Di et al., 2009;Chen et al., 2010).

Indukce antigen specifické imunitni odpovédi vyzaduje uinnou interakci mezi
antigen specifickymi T bunkami a profesionalnimi antigen prezentujicimi buitkami (APC),
véetné monocytl, makrofagl a dendritickych bunék (Boudreau et al., 2011). DB patii mezi
APC, které se jako nezralé DB vyskytujici v perifernich lymfatickych a nelymfatickych
tkanich kde vychytavaji a testujici vzorky antigent a signalti nebezpeci (ligandy pro TLR a
jiné systémy PRRs). Signaly z téchto receptorti, spolecné se zanétlivymi cytokiny jako je
TNF a interferony pievadéji DB z klidového stavu (nezralého), v némz navozuji toleranci
T bunék do aktivovaného stavu (zralého), v némz jsou schopny poskytnout vSechny
potiebné signaly, aby vysledkem prezentace antigenu byl priming T bunék (Nair, 1998; Su
et al., 2002). V pfitomnosti probihajicich zanétlivych imunitnich odpovédi reaguji nezralé
DB na zanétlivé a patogenem navozené signaly diferenciaci do zralého stavu.

Béhem tohoto procesu podstoupi DB tadu morfologickych, fenotypickych a
funk¢nich zmén. Snizi se jejich pfijem a processing antigenil, stanou se vice pohyblivymi a
zvysi se jejich exprese CCR7, ktery fidi migraci z periferie do lymfatickych organti. Zvysi
se jejich exprese MHC 1 a II a kostimula¢nich molekul (CD40, CD80, CD83, CD86). Po
doputovani do sekundarnich lymfatickych orgadnt secernuji chemokiny, které atrahuji do
mistniho prostfedi makrofagy, NK buinky, B buiky, dal§i podskupiny DB a specifické
podskupiny T bunék. Také vylucuji cytokiny, které jsou rozhodujici pro ur€eni povahy
nasledné imunitni reakce (Boudreau et al., 2011).

Je obecné uznavano, ze pro indukcei ucinnych T bunéénych odpovédi jsou potiebné
tii signaly; vSechny tfi mohou byt dodany DB (Boudreau et al., 2011).

Prvni signal pochazi z piimé interakce receptoru T bun€k (TCR) naivniho T
lymfocytu s peptidy vazanymi na MHC molekuly. Druhy signal potfebny pro aktivaci
naivnich T bun€k vznika interakci DB a T buiky, kdy kostimula¢ni molekuly jako jsou
CD80 a CD86 na DC povrchu interaguji s CD28 na povrchu T bunék. Pokud kostimula¢ni
signaly neprobéhnou, neni T lymfocyt aktivovan a vznikne anergie T bunék. Tteti signal
generovany DB, ktery miZze vést k navozeni specifické imunitni odpovédi, je indukovan
cytokiny a vede KT bunécné diferenciaci. Existuje nékolik podskupin aktivovanych

pomocnych T bunék a diferenciace naivnich CD4 + T bunck na tyto aktivované efektorové
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pomocné T bunky je fizena cytokiny tvofenymi DB. Nedavno bylo navrzeno, ze
DB poskytuji T bunkam dalsi signal (Kalinski, 2009). Tento étvrty signal dava T buiiam po
interakci s antigenem pulsovanymi DB pokyn k migraci do konkrétnich tkani tim, Ze
indukuje v téchto buiikkach expresi urcitych chemokinovych receptori a integrint
(Kalinski, 2009).

Efektivni aktivace T bun€k zavisi na Grovni exprese a vzajemném pusobeni mezi
pozitivnimi a negativnimi kostimula¢nimi molekulami u DB a T bunck. Naptiklad ptijem
antigenu bez zanétlivych signalii vede k tvorbé fenotypové nezralych DB, exprimujicich
nizkou uroven MHC-II a kostimula¢nich molekul. Prezentace antigenu v nepfitomnosti
ucinné pozitivni kostimulace tak mize vést k toleranci zprosttedkované anergickymi T
bunkami (Lutz & Schuler, 2002). Tyto DB jsou povazovany za "tolerogenni" ve srovnani s
"imunogennimi" DB, které jsou schopné vyvolat silnou specifickou imunitni odpovéd. DB
se mohou zménit z imunogennich na tolerogenni podle podminek mikroprostredi.
Naptiklad, virové infekce mohou navodit diferenciaci pDB na DB navozujici T-helper-1
(Thl) odpoveéd (Diebold et al., 2003), zatimco IL-13 muze vyvolat diferenciaci DB
navozujicich Th1 odpovéd na DB navozujici Th 2 odpovéd’ (Liu et al., 2001).

Imunita zprostfedkovand T bunikami zahrnuje vice nasledujicich kroka zahrnujicich
klonalni selekci antigen specifickych bunék, jejich aktivaci a proliferaci v sekundarnich
lymfatickych tkédnich, jejich migraci do mist vyskytu antigenu a zanétu, vykonani ptimych
efektorovych funci a poskytnuti pomoci (prostfednictvim cytokini a membranovych
ligandil) velkému mnozstvi efektorovych imunitnich bunék. Kazdy z téchto kroki je
regulovdna vzajemnym vyvazovanim stimula¢nimi a inhibi¢nimi signdly, které dolad’uji
odpovéd (Pardoll, 2012).

Kazdy krok aktivace CTL je slozitym procesem, ktery miize byt blokovan riznymi
zpisoby. Nicméné pokud vSechny vyse zminéné kroky probéhnou spravné (pod vlivem

spravné regulace), vakcinou navozena protinddorovd imunitni odpovéd

vvvvvv

2.1.2.2 Strategie vedouci k zlepSeni protinadorového ucinku pfi imunizaci VACV
Jak bylo feceno v ptedchozi kapitole, zakladnimi dvéma cili imunoterapie nadora je
vyvolani specifické imunitni reakce proti nadorovym bunikam (Banchereau & Steinman,
1998) a piekonani imunosupresivnich mechanismi vytvofenych nadory (Bilusic & Madan,
2012). Faktory, které rozhoduji o uspéchu nadorové vakciny, jsou faktory souvisejici

s vakcinou a faktory souvisejici s hostitelem. Typ navozené odpovédi je zavisly na vektoru
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pouzitém k doruceni antigenu a také na adjuvans, je-li pouzito. Ty urcuji
rozhodujici parametry G¢inné imunitni odpovédi jako je jeji specifita, velikost a kvalita,
ktera zahrnuje délku trvani reakce, aviditu T lymfocyti i jejich funk¢ni aktivitu vyjadienou
profilem cytokinu.

Pokud se zabyvame jako vakcina¢nimi vektory viry vakcinie, mliize v soucasnosti,
kdy je z diivodi bezpecnosti davana prednost oslabenym nereplikujicim se virim, nastat
problém S jejich nedostatecnou imunogennosti. Piestoze existuji studie, které ukazuji, ze
vysoce oslabené vektory mohou navodit protektivni imunitu proti Siroké skale patogend,
jejich omezena replikace vzbuzuje stale obavy ohledné jejich schopnosti indukovat stejné
ucinnou imunitni odpovéd’, jako vektory 1. generace (Abaitua et al., 2006; Dai et al.,
2008a; Karkhanis & Ross, 2007). Vysledky nedavno provedenych pokust na zvifatech a
nékolika klinickych studii porovnévajici nereplikujici se a replikujici se vakcinacni vektory
ukazuji, Zze nereplikujici se VACV jsou ve skute¢nosti méné imunogennimi vakcinami, nez
piedchazejici generace vakcin, piestoze mohou fungovat jako agens pro priming u jedincu
s kontraindikaci pro pouziti vakcin, zaloZzenych na replikujicich se virech (Artenstein &
Grabenstein, 2008; Ferrier-Rembert et al., 2008). Proto je Vv soucasnosti vénovana
pozornost rekombinantnim VACV schopnym replikace jako potencidlnim vakcina¢nim
vektorim. Jsou vyvijeny oslabené vakciny schopné replikace, které navozuji silnou
humordlni a bunéfnou imunitni odpovéd’, poskytuji dlouhodobou protekci a zaroven
vykazuji slabsi negativni vedlejsi u¢inky. Podrobné jsou jednotlivé postupy vedouci k
zlepSeni imunizacnich vlastnosti VACV a zahrnujici delece genli pro imunomodulétory a
gent hostitelského spektra, atenuace inzerci gend pro imunomodulatory a prime-boost
rezimy, popsany v kapitole 2.1.3.

OvSsem jak jiz bylo feCeno, protinadorova vakcina musi také prekonat
imunosupresivni mechanismy vytvofené nadorem. Vlastnosti umoziujici nddoru uniknout
specifické imunité nebo ji utlumit, vznikaji diky zméndm na tGrovni nadorové bunky nebo
nadorového mikroprostiedi.

Imunitni systém, ma v nadorech dv¢ paradoxni role. Zatimco rizné slozky vrozené
a adaptivni imunitni odpovédi jsou schopny navodit destrukci nadorovych bunék, urcité
druhy imunitnich bunék mohou také vytvofit pronadorové prostredi, které podporuje rust
nadoru a vznik metastaz (DeNardo et al., 2008).

Nadorové buiiky jsou vybaveny mechanismy, které jim umozni uniknout rozeznani
imunitnim systémem nebo negativné ovlivnit funkci efektorovych T bunék. Aby unikly

rozpoznani imunitnim systémem, snizuji nadorové burniky expresi antigenu, soucasti
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mechanismu zpracovavajicich a prezentujicich antigeny a expresi molekul hlavniho
histokompatibilniho komplexu (MHC) (Marincola et al.,, 2000). Snizena exprese
kostimulaénich molekul, kterd méa zésadni vyznam pro aktivaci T bunck a zvySend exprese
molekul, které negativné reguluji aktivaci T bunék, naptiklad PDL1/B7-H1 a B7-H4, byla
prokazana v riznych typech nadora (Dong et al., 2002; Choi et al., 2003; Driessens et al.,
2009). Nadorové buiikky mohou také potlacit funkci imunitniho systému tim, ze vylucuji
riazné rozpustné faktory, které¢ inhibuji aktivaci, proliferaci a diferenciaci jednotlivych
soucasti imunitni odpovédi. Mezi tyto molekuly patii TGF-B (Thomas & Massague,
2005a), IL-10 (Kurte et al., 2004) a IL-13 (Terabe et al., 2000) a VEGF (Gabrilovich et
al., 1996).

Kone¢né nadorové builky mohou tvofit solubilni imunosupresivni faktory, které
atrahuji buiiky rizného typu a zplsobuji tak vytvofeni imunosupresivniho nadorového
mikroprostiedi. Pfedni misto mezi nimi zastdvd VEGF, ktery atrahuje do nadoru nezralé
myeloidni bunky zkostni dfené, kde se transformuji na nezralé dendritické buiky
asociované Snadorem (IDCs) a makrofagy asociované snadorem (TAM)
s imunosupresivnim uc¢inkem. Prestoze solubilni faktory produkované nadorem piisobi
predev§im v misté primarniho nadoru, mize se jejich imunosupresivni vliv rozsifit do
mistnich lymfatickych uzlin a sleziny a jsou tak rozhodujici pro vznik komplexnich
imunosupresivnich prostfedi napomahajicich ristu nadoru a metastazovani.

Dalsi imunosupresivni mechanismy pusobi na urovni nadorového mikroprostredi.
Koncept nadorového mikroprostiedi jako nepostradatelné soucasti nadorové tkané (Bissell
et al., 2002; Hanahan & Weinberg, 2000) odrazi novy pohled na karcinogenezi, kdy nador
Jiz neni vniman jako nemoc zpiisobena pouze nesmrtelnou transformovanou buikou
S autonomnim, invazivnim rastem, ale spiSe jako nemoc vznikajici nasledkem
mnohobunéénych interakci v nové vznikajici nadorové tkani (Lorusso & Ruegg, 2008).

Tyto interakce vedou ke vzniku komplexnich imunosupresivnich siti (Chow et al.,
2012), coz jsou mechanismy eliminujici vliv imunity na WUrovni nadorového
mikroprostiedi.

Nador je tvofen nadorovymi bunkami a nadorovym stromatem, které se sklada
z extracelularni matrix a stromalnich buné€k, které zahrnuji fibroblasty, myofibroblasty,
CAF, buiiky vaskulatury a buiiky pfirozené a specifické imunity. Tyto riznorodé bunky
spolu navzajem komunikuji bud’ pfimym kontaktem nebo produkci cytokind a chemokinti
a spole¢né kontroluji riist nddoru. Je to exprese raznych imunitnich moduléatori a mnozstvi

a aktivace riiznych buné¢nych typt v nddorovém mikroprostiedi, co rozhoduje o tom, jestli
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prevladne protinadorova imunita nebo spiSe pronadorové prostiedi (Grivennikov et
al., 2010a). U pokroc¢ilych nadorti lze detekovat bunky, které se postupné hromadi
vV nddorovém mikroprostiedi, negativné¢ ovlivituji vznik protinddorové T bunécné odpoveédi
a tim vytvafeji imunosupresivni mikroprostifedi nadoru.

Mezi né patii napiiklad T regulaéni (Treg) lymfocyty (Yamaguchi & Sakaguchi,
2006;Curiel et al., 2004), s nadorem asociované makrofagy (TAM) (Mantovani et al.,
2002a; Luo et al., 2006) a pomocné CD4+ T bunky typu 2 (Th2) (DeNardo et al., 2009;
Ziegler et al., 2009). Soucasti mikroprostiedi n¢kolika typd nadoru (Curiel, 2004; Baleeiro
et al., 2008; Shurin et al., 2006; Whiteside, 2006; Mantovani et al., 2004b) jsou také DB.
Pro néadorové mikroprostiedi jsou typické imunosupresivni DB, neschopné navodit
specifické imunitni odpovédi, nebo zpusobujici expanzi regulacnich T bunék. Jsou to napf.
nezralé, ¢astecné diferencované myeloidni DC nebo indolamin-2-3 deoxygenaza (IDO)+
myeloidni DC (Benencia et al., 2012).

Hlavni imunosupresivni mechanismy, kterymi miize nador negativné ovliviovat
aktivaci T bunécné odpovedi predstavuji mechanismy ovliviujici kvantitu nebo kvalitu
navozené imunitni odpovédi, jako je absence signalii nebezpeci, nedokonalé zrani DB a
suboptimalni polarizaci Th bun¢k, coZ jsou spiSe imunosupresivni mechanismy ptsobici na
urovni nddorové buniky. Dale jsou to mechanismy, které negativné ovliviiuji jiz navozenou

T bunéénou odpoved’, jako je napt. vliv Treg bunék (viz. Obr. 3).
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Obr. 3 Hlavni imunosupresivni mechanismy, které mohou branit aktivaci protinadorovych T bunék
(Berinstein, 2009)

Vliv faktori souvisejicick s hostitelem (imunosupresivnich mechanismi
vytvoifenych nadorem) muze byt eliminovan pouzitim riznych biologickych adjuvans.

Piikladem je ,,push-pull® metoda pro optimalizaci vakcin, kdy ,,push* znamena posileni
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kvality a kvantity imunitni reakce prostiednictvim adjuvans a ,,pull“ znamena

blokovani negativni regulace rovnéz prostfednictvim adjuvans (Berzofsky et al., 2012).

PUSH-PULL Approach to Optimizing
Vaccine-induced T-cell Immunity
Improve: Quantity

Quality (avidity,
lengevity, function) Optimized

) Immune
Antigen Response

1. Optimize antigen

(e.g. epitope e 3. Block negative|
enhancement) regulation
(PULL)

2. PUSH (& steer)

* Cytokines (e.g. IL-15, IL-12)

* Costimulatory molecules

* Toll-like receptor ligands
(e.g. CpG, Poly I:C, MALP-2)

Negative Regulators

(e.g. Treg, reg NKT,
CTLA-4, PD-1, IL-13, TGF-8)

Obr. 4 Priklady vyuziti imunomodulatori p¥i optimalizaci vakcin (Berzofsky, 2012).

Imunitni modulatory pouzivané v nddorovych vakcinach jsou tedy dvou typt. Prvni
zesiluji imunitni reakci, pokud je prilis slaba nebo méni jeji kvalitu, pokud je nespravného
fenotypu. Mezi né patii imunomodulacni cytokiny, kostimula¢ni molekuly, ligandy
Toll-like receptorti (TLR) a dal$i molekularni adjuvans (Berzofsky et al., 2004; Ahlers et
al., 2003).

Jako piiklady pouzitych imunomodula¢nich cytokinli mohou byt uvedeny cytokiny
s vlivem na APC (GM-CSF) a cytokiny s vlivem na T bunky (IL-2, IL-7, IL-15, IL-12)
(Ahlers et al., 1997). Podrobnéji je vliv téchto cytokini popsan v kapitolach 2.3. (Imunitni
adjuvans ) a 2.3.1 (GM-CSF jako imunoadjuvans nadorovych vakcin). Kromé pozitivniho
vlivu GM-CSF na funkce antigen prezentujicich bungk, byl také zjistén jeho synergicky
ucinek s CD40L, kde GM-CSF zvysuje mnozstvi DB a CD40L je poté vazbou na CD40
aktivuje (Ahlers et al., 2002).

Exprese IL-15 vektorem vede ke zvySeni avidity CD8+ T buné¢k. Takeé se zjistilo, ze
IL-15 mtZe nahradit pomoc CD4+ T buné¢k tim, Ze pomize zabranit apoptdze
zprostiedkované TRAIL ligandem (Oh et al., 2008). Jinym piistupem k dosazeni stejného
cile by mohlo byt pouziti TLR ligandl, které aktivaci DB zvysi jejich expresi
kostimula¢nich molekul a cytokinti (Pulendran, 2004).

Avidita CD8+ T lymfocytl zavisi nejen na vnitini affinit¢ TCR, ale také na hustoté
TCR, hustot¢ CD8 koreceptoru (Cawthon et al., 2001; Cawthon & Alexander-Miller,
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2002) a pravdépodobné i dalSich faktorech podilejicich se na pfenosu signalu.

Schlom se spolupracovniky vyvinuli poxvirové vektory s trojici kostimula¢nich molekul

vvvvvv

(Hodge et al., 1999).

Byly objeveny kombinace TLR ligandu (Pulendran, 2004; Napolitani et al., 2005;
Zhu et al., 2008), které funguji synergicky jako adjuvans vakcin navozujici silngjsi
odpovédi CD8+ T bun¢k (Zhu et al., 2008; Zhu et al., 2010). Agonisté Toll-like receptort
mohou zlepsit nedokonalé zrani a aktivaci APC a zvratit tak anergii T bunck. Napiiklad
agonist¢ TLR3 pusobily synergicky s agonisty TLR2/6 a s TLR9 a ackoli trojité
kombinace neindukovaly vice specifickych T bunék, nez dvojité kombinace, navozovaly
lepsi protekci proti viru , coz je vysvétlovano vétsi funkeni aviditou CD8+ T bunék (Zhu
etal., 2010).

Imunitni modulatory jsou dale pouzivané v nadorovych vakcinach proto, aby
odstranily negativni regula¢ni mechanismy (bufiky, povrchové molekuly, cytokiny) nebo
inhibitory kontrolnich bodu. Tyto strategie jsou povazovany za kli€ovy krok k uspéchu
nadorové imunoterapie. Jednim z ptikladd, ktery podporuje tuto myslenku je nedavny
uspéch monoklonalni protilatky anti-CTLA-4 (ipilimumab) v [é¢bé metastazujiciho
melanomu.

Jednim z nejsilngjSich imunosupresivnich cytokinti je TGF-B, ktery ovliviiuje
imunitni systém vice zptusoby. TGF-B indukuje diferenciaci imunosupresivnich Foxp3+
Treg bunék z CD4+ T lymfocyti (Chen & Wahl, 2003). TGF- také mize piimo
potlacovat aktivace/funkci Thl a CD8+ T bun¢k (Thomas & Massague, 2005b) a bylo
prokazano, ze atrahuje CD11b+Grl+ myeloidni supresorové buiky (MDSC) do
mikroprostiedi nadoru (Yang et al.,, 2008). TGF-p podporuje také rist nadort
prostiednictvim posileni angiogeneze, invaze a metastazovani (Tian et al., 2011). Bylo
prokdzano, ze hladiny TGF-B v periferni krvi jsou u mnoha malignit pfimo Umérné
zavaznosti prognozy (Teicher, 2007). Pokud jde o zdroj TGF-f, pivodné se predpokladalo,
ze jej tvori hlavné nddorové bunky, ale v soucasnosti se ukazuje, ze jeho producentem jsou
také Foxp3+ Treg buiky.

Protoze se TGF-B podili na vice mechanismech, které mohou podporovat rust
nadoru, predstavuje velmi atraktivni cil 1écby nadort. Nicmén€ monoterapii s TGF-f
antagonisty nepostacuje vzdy k vyvolani klinické odpovédi. OvSem kombinace TGF-f
antagonistd s vakcinou vedla ke zvySeni jeji ucinnosti ve vice mySich modelech

(Gunn et al., 2001; Kim et al., 2008). Rovnéz pouziti anti-TGF-B monoklonalni
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protilatky 2G7 nebo SM16, coz je nizkomolekuldrni inhibitor TGF- 8 receptorové
kinazy blokujici TGF- P signalizaci ma velky potencial pro zvySeni ucinnosti
protinadorovych vakcin (Kim et al., 2008; Zurkova et al., 2011).

V soucasnosti jsou v klinickych studiich testovany kromé protilatky neutralizujici
TGF-pB také protilatky proti IL-10 a protilatky proti Treg buiikdm, jako naptiklad anti-
CD25 nebo fuzni protein Ontak IL-2 a zaskrtového toxinu. Dale je testovan 1-Methyl-
tryptofan jako blokator IDO pozitivnich dendritickych bungk, jehoz pouziti by mélo vést
snizeni mnozstvi a funkce Tregl. Odstraiovany nebo inhibovany jsou také NKT bunky
typu 1l nebo myeloidni supresorové buniky (MDSC) ( (Berzofsky et al., 2004; Terabe &
Berzofsky, 2004; Sinha et al., 2005; Kusmartsev & Gabrilovich, 2006).

Také byl testovan vliv blokady IL-13 pomoci rozpustného receptoru IL-13R2-Fc,
protoze IL-13 podporuje imunosupresivni mechanismy MDSC a M2 makrofagt, které
hraji klicovou roli pfi potladeni imunity u pacientti s nadory, mize inhibice IL-13 a jeho
signalizace blokovat vice cest imunosuprese (Marigo et al., 2008; Gordon & Martinez,
2010). Dale mize vést ke zvySeni UCinnosti protinadorové vakciny inhibice molekul
CTLA-4 a PD-1 (Curran et al., 2010). Probiha fada studii s protilatkami, které by mély
blokovat negativni signalizaci prostfednictvim CTLA4 (anti-CTLA4) a které mohou zvratit
navozeni tolerance T-bunék prostfednictvim PD1 cesty (Berinstein, 2009).

V soucasnosti pfevlada nadzor, Ze pro dosazeni optimalniho ucinku terapeutickych
nadorovych vakcin doprovazenych klinickymi vysledky bude potiebnd soucasnd inhibice

vice imunosupresivnich vlivi (Berinstein, 2009).

2.1.3 ZlepSeni imunizacnich vlastnosti VACV

Pfi pouzivani oslabenych viri mulze nastat problém s jejich nedostatecnou
imunogennosti. Dal§im limitujicim faktorem je imunitni reakce zamétend proti virovému
vektoru. K pieckonani téchto problému slouzi metoda ,,prime-boost* vakcinace a aplikace

cytokini jako adjuvans.

Delece neesencidalnich genii pro imunomoduldtory a genit hostitelského spektra

Inhibice rtiznych slozek imunitni odpovédi virem ovliviiuje patogenni vlastnosti
viru. Jak bylo prokazano ve vice studiich, delece neesencidlnich gend pfispivajicich
Kk virulenci viru, coz mohou byt geny, jejichz produkty interferuji s imunitni odpovédi
hostitele (takzvané imunomodulétory) nebo geny hostitelského spektra, snizuje virulenci
viru (Buller et al., 1988; Bloom et al., 1991; Alcami & Smith, 1992; Isaacs et al., 1992).
Predpoklada se, ze orthopoxviry s menSim pocCtem aktivnich proteini interferujicich
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S imunitni odpovédi hostitele by mohly piedstavovat méné virulentni a vice
imunogenni lidskou vakcinu, jak Ize pozorovat u viru vakcinie, ktery ve srovnani s virem
kravskych nestovic koduje mnohem méné genti pro imunomodulatory (Pickup, 2007).

Pivodné empirickou pfipravu oslabenych VACV prostfednictvim opakovaného
pasazovani na bunéénych kulturach vystiidalo v 80. letech upravovani vlastnosti VACV
pomoci cilené mutageneze. Bylo to umoznéno poznanim poxvirovych proteinli, které
aktivng inhibuji imunitu hostitele (Kotwal & Moss, 1988), vyvojem metod pro manipulace
s genomem poxvird (Mackett et al., 1982;Panicali et al., 1983) a zavedenim ucinnéjsich
metod pro sekvenaci virové DNA (Sanger et al., 1977). Role jednotlivych neesencialnich
gentl byly zkoumany Ve studiich analyzujicich virulenci orthopoxvirti s delecemi genti pro
imunomodulatory v pribéhu infekce na riznych zvifecich modelech. Vysledky
experimentl byly Casto ovlivnény zptisobem aplikace viru a zvifecim druhem, na kterém
byl virus testovan. N€kolik védeckych skupin prokazalo, ze delece jednoho nebo vice genti
kodujicich protein interferujici S imunitni odpoveédi hostitele muze virus oslabit bez
ovlivnéni jeho imunogennosti (Buller et al., 1985; Lee et al., 1992). V téchto ¢asnych
studiich byla ovSem sniZena virulence ¢asto spojena se snizenou replikaci viru v hostiteli,
jako je u viru MVA. Otazka, jestli delece proteint interferujicich s imunitou mize snizit
patogennost a soucasn¢ zvysit imunitni odpovéd’ na vakcinaci zlstavala nezodpovézena.

Uroveli atenuace a imunogennost byla zpo&atku analyzovana u virGi s mutacemi
v genech fidicich metabolismus nukleotidi a genech kodujicich membranové a
secernované proteiny. V ramci vyvoje vakciniovych vektorti umoziujicich expresi cizich
antigent na zacatku 80. let (Panicali et al., 1983; Smith et al., 1983) bylo zjisténo, Ze
VACV sdeleci genu pro Tk se mohou po podani skarifikaci lokalné replikovat do
normdlnich titrli, ale maji niz8i schopnost diseminace a replikace ve vnitinich organech
(Buller et al., 1985). Tento virus je pii porovnani s divokym virem atenuovan o 4
logaritmy. Jedna z prvnich tprav VACV prostiednictvim genového inZenyrstvi prob&hla
pii pfiprave vakeiny proti vztekling, kdy byl gen pro glykoprotein viru vztekliny vloZen do
genu Tk VACV (Kieny et al., 1984).Pozdéji byly deletovany geny kodujici faktory
virulence s funkci imunomodulatorti. Byly to naptiklad geny pro rozpustné receptory
cytokini a chemokinli, geny pro inhibitory serinovych proteaz a geny pro inhibitory
bunécnych antivirovych enzymd.

Jedna z prvnich studii, které zkoumaly vliv delece imunomodula¢nich proteinti na

imunogennost VACV se zabyvala deleci genu B8R, ktery kéduje virovy receptor
pro IFN-y (Verardi et al., 2001). Vysledky této studie ukazaly, ze ptestoze delece snizila
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virulenci viru, neovlivnila humoralni odpovéd’ nasmérovanou proti homolognim
nebo heterolognim antigentim exprimovanym rekombinantnim virem.

Podobné byly VACV postradajici geny BI13R pro inhibitor kaspazy a B22R pro
inhibitor serinové protedzy méné virulentni pii porovnédni s divokym virem, pfi€emZ
indukovaly stejnou humoralni a bunéénou imunitni odpovéd’ (Legrand et al., 2004). Ovsem
Vv dalsi studii provadéné na jiném modelu byly pozorovany malé rozdily v patogennosti
mezi divokym virem a viry S deleci gentt B13R a B22R (Kettle et al., 1995). Podobné¢ byly
zjistény malé rozdily pfi testovani virulence virt s deleci genu B13R eventualné spojené
s deleci geni B5SR, B8R, B12R, B14R, B16R, B18R a B19R pii hodnoceni bunécné a
humoralni imunity vaéi exprimovanym antigentum (Jackson et al., 2005). Tyto rozdily byly
patrné zpisobeny pouZzitim odliSnych experimentalnich podminek.

Jednou z hlavnich ptekazek vSsech provadénych analyz je skute¢nost, ze patogenni
a imunologické dusledky virové infekce mohou byt ovlivnény Sirokym spektrem faktoru,
jako jsou kmen a stafi pouzitych mysi, kmen a davka viru a zptsob jeho aplikace (Buller,
1985; Turner & Moyer, 2002; Tscharke et al., 2002). Tyto prvni studie tedy sice potvrdily
teorii, Ze delece imunomodulacnich proteintt mtize snizit patogennost VACV, ale soucasné
neposkytly mnoho informaci tykajicich se otazky, jestli mohou tyto delece zlepsit
imunizacni vlastnosti VACV. Teprve v pomérn¢ nedavné dob¢ vysledky nékolika studii
dokazaly, Ze delece imunomodulatord muze skute¢né zlepsit imunogennost VACV.

Delece VACV genu A44L pro 3B-hydroxysteroid dehydrogenasu (33-HSD)
ukazala, ze 3B-HSD pfi intranasalni infekci mySi pisobi imunosupresivné. Viry bez genu
A44L stimulovaly atrahovani CD4+ a CD8+ T lymfocytli do plic infikovanych mysi.
Influx bunék schopnych produkovat IFN-y a CD8+ cytotoxickych T lymfocyti (CTL) vedl
k u¢inngjsi eliminaci deleénich mutant ve srovnani s divokym virem (Reading et al.,
2003a).

Delece genu CI12L VACV, ktery koduje IL-18 vazebny protein, snizila virulenci
viru a zvysila pfirozenou a adaptivni imunitni odpovéd’ pfi intranasalni aplikaci BALB/c
mysSim (Reading & Smith, 2003). Infekce dele¢nimi mutantami pro CI12L vedla, ve
srovnani s divokym virem, ke zvySené produkci IFN-y v plicich a zvySené infiltraci plic,
slezin a mediastinalnich lymfatickych uzlin NK bunikami a VACYV specifickymi CTL.

Rekombinantni virus MVA s deleci genu B15R pro IL-1f receptor si zachoval svij
avirulentni fenotyp pii intranasalni aplikaci vysoké davky (10 IU) BALB/c mysim, coz

bylo zjisténo méfenim vahy a télesné teploty a soucasné navozoval vyznamné vyssi

mnozstvi pamét'ovych CD8+ T lymfocytu (Staib et al., 2005). A kdyz byly BALB/c mysi
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imunizované MVA nebo MVA-AILIBR intranasidlné infikovany virulentnim
VACYV kmenem WR, mysi infikované MVA-AIL1BR vykazovaly lepsi protekci nez mysi
infikované MVA.

Dal$im genem, jehoz delece vedla k zvySené imunogennosti vakciny zalozené na
VACV, byl gen A41L (Clark et al., 2006) kodujici virovy glykoprotein sdilejici sekvenéni
podobnost s dalsimi VACYV proteiny se schopnosti vazat CC chemokiny (vVCKBP, vCCI ),
jehoz ligandy jsou CCL21, CCL25, CCL26 a CCL28 (Bahar et al., 2008). Tento gen byl
detekovan u kazdého sekvenovaného ortopoxvirového druhu a kmenu, tedy u vice nez 75
vird. V myS$im intradermalnim modelu infekce vedla delece A41L k tvorbé vétSich 1¢zi,
které byly vice infiltrovany zanétlivymi bunikami (Ng et al., 2001). Po intranasalni infekci
BALB/c mysi VACV kmeny WR nebo MVA sdeleci genu A41L bylo detekovano
Vv plicich (ale ne ve slezing€) vétsi mnozstvi VACV specifickych CD8+ produkujicich IFN-y
a siln¢€jsi odpoveéd CTL lymfocytid. Témto vysledkim odpovidala 1 lepsi protekce BALB/c
mysi imunizovanych MVA bez A41L po intranasélni ¢elenzi virem WR, nez pfi imunizaci
stejnou davkou nemodifikované MV A (Ng et al., 2001).

Pozitivni vliv delece A41L genu na imunitu navozenou vakcinaci lze vysvétlit
funkei ligandli vazanych proteinem A41 v priabéhu indukce a udrZeni specifické antivirové
imunitni odpovédi, predevs§im CCL21. Tento chemokin atrahuje CCR7+ T bunky a DB do
lymfatickych uzlin (Ashour et al., 2007), 2007), fidi migraci CD4+ T lymfocytl v ramci
lymfatickych uzlin (Okada & Cyster, 2007), 2007) a hraje tak kli¢ovou roli pfi primingu T
bunééné odpovédi, kostimulaci naivnich CD4+ a CD8+ T bunék a indukci Thl polarizace
(Flanagan et al., 2004).

VétsSina mutaci gentl pro imunomodulétory byla provadéna u viru WR. V pomérné
nedavné dob¢ byl analyzovan vliv delece dvou neesencidlnich imunomodulaénich genti
C12L a A53R (kéduje homolog TNF receptoru) u kmenu Vakcinie Tian Tan (VTT), ktery
byl sice pouzit jako vakcinaéni kmen proti pravym nestovicim v Cing, ale je, stejné jako
jiné VACV kmeny, patogenni pro imunosuprimované jedince (Dai et al., 2008b). Zatimco
delece C12L vedla k desetinasobnému snizeni intrakranialni letalni davky a delece A53R k
4,6 nasobnému sniZeni intrakranialni letdlni davky u mysi, u kraliki pouze delece C12L
navodila atenuaci viru pii inokulaci skarifikaci. Nicméné& virus VTT s deleci geni C12L a
AS53R exprimujici geny viru HIV byl schopen navodit silnou bunécnou a humoralni
odpovéd’ proti proteinim HIV (Dai et al., 2008b). Pro atenuaci kmenu VTT byly pouzity

také atenuace gent hostitelského spektra.

Mutaci dal$iho genu hostitelského spektra a faktoru virulence E3L vznikla fada
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atenuovanych VACV. Produkt E3L genu zabranuje navozeni antivirového stavu
prostfednictvim signalnich drah indukovanych IFN (Langland & Jacobs, 2002). Kompletni
deleci genu E3L vznikl VACV s omezenou schopnosti replikace v lidskych buiikach
(Chang et al., 1995; Vijaysri et al., 2008).

Atenuace inzerci genii pro imunomoduldtory

Viry vakcinie mohou byt oslabeny inzerci gend, které koduji proteiny ovliviiujici
imunitni odpovéd’ hostitele. Mohou to byt napt. IL-2 a IFN-y. Exprese IL-2 kmenem
vakcinia viru WR vedla k vytvofeni nepatogenniho viru u atymickych nahych mysi
(Flexner et al., 1987). Stejny efekt méla také exprese IFN-y (Giavedoni et al., 1992).
Exprese IL-15 viry vakcinie vede ke snizeni letality u atymickych nahych mysi v fadu vice
nez tisickrat (Perera et al., 2001). Soucasn¢ ale stale dochazi k indukci pamétovych
CD8+ T bunék a zvySené bunécné a protilatkové odpovédi u imunokompetentnich mysi.
Exprese IL-15 virem vakcinie vedla k navozeni u¢inngjsi protekce pfi intranasalni infekci
divokym kmenem viru (Perera et al., 2007).

Exprese imunomodulatori mitze v nékterych pripadech vést k posilené
imunogenicité vysoce atenuovanych nereplikujicich se VACV. Po manipulaci s kmenem
MVA, ktera vede ke zvySeni produkce cytokintl, pozitivné ptisobicich na aktivaci antigen
prezentujicich bunék, mlze potencovat imunitni reakci po vakcinaci. V piipadé pouziti
cytokinti jako jsou GM-CSF nebo Macrophage inflamatory protein 3o (MIP-3a) doslo k az
sedminasobnému zvyseni titrt specifickych protilatek proti MVA u mysi (Chavan et al.,
2006).

Vyzkousena byla téZ kombinace delece genli pro inhibitory sérinovych protedz
B13R nebo B22R spojena s expresi IFN-y. Takto upraveny rekombinantni VACV se dobie
replikoval v tkanovych kulturach a soucasné byl pfi indukeci silné specifické imunity proti
VACV a virulentni u imunodeficientnich a imunokompetentnich mysi (Legrand et al.,

2005; Yilma et al., 2010).

Prime-boost reZimy

Jednim z problémt, které se vyskytuji pii pouziti virovych vektort jako vakcin, je
vznik imunity proti strukturnim proteiniim virového vektoru pii jeho opakovanych
aplikacich, coz snizuje imunitni odpovéd’ namifenou proti vloZenému inzertu. Tato situace
mize byt pfekonana pouzitim tzv. prime-boost vakcina¢niho rezimu, ktery spociva
Vv kombinaci virovych vektorti s dalSimi vakcina¢nimi vektory. Mohou to byt napf.

heterologni viry, DNA vakciny, peptidy, proteiny (Lu, 2009).
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V soucasnosti jsou vektory, které jsou nejCastéji pouzivany v kombinaci s viry,
DNA plazmidy. V jejich piipadé je vyuzivana schopnost navodit T bunétnou odpoveéd.
Bylo zji§téno, Ze tato odpovéd’ je nedostatecna pro navozeni protekce proti riznym
chorobam, ale mize byt déale zesilena aplikaci viru, ktery ma velkou schopnost aktivovat
bunéénou imunitni odpovéd’ (Lu, 2008 ).

V poslednich letech se stidle castéji zacind zkouSet kombinace rlznych
rekombinantnich virlt a vliv rznych zplsobt jejich aplikace na typ navozené imunitni
odpovédi (Seder, 2008, Takayama et al., 2010). Na zvitecich modelech a v klinickych
pokusech jsou tedy nyni testovany kombinace DNA-MVA, DNA-NYVAC, fowlpox virus
-MVA, influenza-MVA, adenovirus-MVA. Tyto kombinace jsou zaméiené na Siroké
spektrum chorob od malarie, tuberkuldzy, hepatitidy C az po nadory goméz (Gomez,
2008).

Diky témto studiim bylo zji$téno, Ze rizné vektory maji riiznou schopnost aktivovat
imunitni odpoveéd’, pokud jsou pouzity v ramci primingu nebo boostingu. DNA vakciny,
FPV a influenza virus jsou vhodné vektory pro priming, zatimco viry vakcinie (MVA a
NYVAC) jsou schopné boostovat T bunécnou odpovéd’ 1épe nez ostatni (Gomez, 2008).

Jako jedna z forem heterologniho prime-boost rezimu vakcinace je také testovana
kombinace tfi riznych vektort exprimujicich stejny inzert (Sealy et al., 2009). Detailni
analyza populaci T bun¢k indukovanych jednotlivymi vektory metodou multiparametrické
pratokové cytometrie umoziuje presné uréeni mnozstvi riznych populaci T bungk, které se
1isi markery fenotypu, produkci cytokint a efektorovymi funkcemi (Takayama et al.,
2010).

Piekondadni preexistujici imunity
Piekonani preexistujici imunity je v pifipadé VACV provaddéno pouZitim

nepiibuznych vektort s jinym hostitelskym spektrem (napt. fowlpox virus, avipox virus).

Cytokiny jako adjuvans

Cytokiny pouzivané pro zvysSeni imunitni odpovédi mohou pulsobit na Urovni
antigen prezentujicich bunék nebo na tGrovni T lymfocytt (Palena & Schlom, 2010).

Cytokiny zvySujici imunitni odpovéd’ prostfednictvim antigen prezentujicich bunék
vedou K jejich vzrastajici diferenciaci, aktivaci a akumulaci. Nasledkem je vyssi
prezentace antigentl a aktivace specifickych T bunék. Tyto cytokiny mohou zaroven piimo
pusobit na rizné subtypy bunék. Do této skupiny cytokini patii GM-CSF (Kass et al.,
2001; Kass et al., 2000). VV mnoha preklinickych studiich doslo s pouzitim nadorovych
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nebo dendritickych bunék produkujicich biologicky aktivni GM-CSF k navozeni
systémové protinadorové imunitni odpovédi (Dranoff et al., 1993a; Dranoff, 2003).
Problematika pouziti GM-CSF jako adjuvans nadorovych vakcin je podrobnégji popsana
v kapitole 2.3.

Skupina cytokinii puasobicich pfimo na T bunky zvySenim jejich proliferace,
aktivace a indukci efektorovych funkci, zahrnuje IL-2 (Smith, 2008; Heemskerk et al.,
2008), IL-7 (Melchionda et al., 2005), IL-15 (Waldmann, 2006; Sato et al., 2007) a 1L-12
(Cheever, 2008). Pti aplikaci IL-2 jako monoterapie doslo k navozeni klinickych odpovédi
u pacientll s metastazujicim karcinomem ledvin a metastazujicim melanomem (Petrella et
al., 2007). Je-li IL-2 pouzit jako soucast vakciny, mize byt vyfeSen problém s jeho
toxicitou, kterd byla pozorovana pfi jeho podani ve vysokych davkach (Rosenstein et al.,
1986).

Cytokin IL-7 navozuje expanzi naivnich T bunék a tak rozsifuje spektrum T bunék
(Melchionda et al., 2005; Waldmann, 2006). Cytokin IL-15 je nezbytny pro vyvoj
pamétovch CD8 T bunék a NK bunék (Melchionda et al., 2005). Byla také prokazana jeho
role pii indukci dlouze prezivajicich CD8 T-bunék s vysokou aviditou (Villinger et al.,
2004; Kutzler, 2005). Na rozdil od IL-2 ovSsem nedochazi pii jeho pouziti k proliferaci
regulacnich T bunék. Oba vyse uvadéné cytokiny byly pouzity v preklinickych studiich
s protinadorovymi vakcinami (Cheever, 2008).

Dale je testovan ucéinek IL-12 , ktery je schopen navodit Thl poralizaci, na aktivaci
T lymfocyt a NK bunék. V preklinickych studiich byl pozorovan jeho protinadorovy efekt
(Colombo & Trinchieri, 2002). Vzhledem Kk jeho toxicité, ktera byla zjisténa pfi

systtmovém podavani lidem, je lokdlni produkce IL-12 vakcinou povazovéna za

NS4

2.2. Chemokiny a jejich role v procesu kancerogeneze a pri
vyvoji cervikalniho karcinomu

Spojitost mezi zanétem a nadorem je uznavana jiz od 19. stoleti. Chronicky zanét
sice prispiva ke vzniku nadorti (Grivennikov et al., 2010b), ale zanét také vznika vlivem
genetickych zmén, které zpisobuji transformaci, a to i v nddorech, jejichz vznik neni
spojen se zanétlivymi podminkami (Mantovani et al., 2008). Zanét je klicovou
komponentou nadorového mikroprostiedi, piedstavuje jeden ze sedmi hlavnich znaki
malignit (Hanahan & Weinberg, 2011) a chemokiny patfi mezi mediatory zanétu, které

jsou spojeny s nadory bez ohledu na jejich patogenezi (Allavena et al., 2011).
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Chemokiny, predevSim ty zanétlivé, byly historicky spojovany s atrahovanim
leukocytii do nadort (Mantovani, 1999). V soucasnosti je znamo, ze mohou v prib&éhu
kancerogeneze plnit dalsi funkce, jako je regulace angiogeneze (Strieter, 2006), podpora
proliferace a pteziti nadorovych bunék prostrednictvim aktivace MAP/Erk signdlni drahy
(Balkwill, 2004), ¢i ochrana nadorovych bunék pied apoptézou (Wang et al., 2008a;
Murakami et al., 2003). Aktivace n¢kterych chemokinovych receptori mize ovSem vést
K inhibici nadorové proliferace (Homey et al., 2002), coz je pripad CCRS5 u karcinomu prsu
(Manes et al., 2003).

Chemokiny se mohou ucastnit také takzvané senescence, coZz je stabilni,
dlouhodoba ztrata proliferacni kapacity spojend s pretrvavajici zivotaschopnosti a
metabolickou aktivitou (Kuilman et al., 2010). Chemokiny mohou rovnéz ovlivnit proces
takzvané epitelidlné-mezenchymalni tranzice (EMT), ktera se za fyziologickych podminek
objevuje béhem embryogeneze a predstavuje klicovy krok malignizace karcinomu (Thiery
et al., 2009). V soucasnosti je vSeobecné piijimano, ze chemokiny hraji vyznamnou roli
V invazivité a metastazovani nadora (Muller et al., 2001). Po prvnich nalezech u melanomu
(Balentien et al., 1991) se piedpokladalo, ze chemokiny mohou navadét nadorové bunky
pii jejich sekundarni diseminaci, coz neni tak prekvapivé, protoze tento proces ma mnoho
spoleénych rysti s normdlni migraci bunék. Tento U¢inek chemokinii hraje pfi vyvoji
nadoru obzvlasté vyznamnou roli vzhledem ke skutecnosti, Ze tvorba metastdz je hlavni
pri¢inou smrti pacientli s nadory.

Chemokiny tvofené nadorovymi buiikami a butikami nadorového stromatu mohou
také, kromé piimého vlivu na nadorové bunky, regulovat migraci bunék do nadorového
mikroprostfedi a jejich prostfednictvim nepiimo pfispivat k progresi nadoru a vzniku
imunosupresivniho nadorového mikroprostredi (Mantovani, 2010). Vlivem chemokint
jsou nadory infiltrovany buiikami pfirozené a adaptivni imunity jako jsou TAM, MDSC,
neutrofily, NK, DB a tumor infiltrujici lymfocyty (Mukaida & Baba, 2012).

Nédorové mikroprostiedi se podoba tkédni s probihajici zanétlivou odpovédi na jeji
poskozeni (Coussens & Werb, 2002). Také zde se vyskytuje velké mnozstvi bunék
ptirozené a adaptivni imunity (atrahovanych fadou chemokint) a cytokint, rustovych
faktorh a protedz. Na rozdil od normdlni tkané v nddoru pietrvavad chronicky zanét
charakterizovany piitomnosti malignich bunék, rozvojem aberantnich cév a pfetrvanim
zanétlivych mediatorti (napt. TNF-a nebo IL-1).

TAM, které predstavuji vramci atrahovanych leukocytli nejpocetnéjsi skupinu,

slouzily v minulosti jako vzorovy piiklad pisobeni chemokinli pii vzniku zénctu
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podporujiciho rust nadoru (Bottazzi et al., 1983; Pollard, 2004). TAM vznikaji
vétSinou  z cirkulujicich monocytli, které jsou do nddoru atrahovany lokélné
produkovanymi chemotaktickymi faktory a jejich akumulace Kkoreluje se Spatnou
prognozou (Lin et al., 2002). TAM mohou jako kli¢ova zanétliva slozka ovliviiovat rizné
aspekty nadorového mikroprostiedi (Pollard, 2004; Solinas et al., 2009a) jako jsou
neoangiogeneze a inhibice vyvoje protinadorové T bunééné odpovédi (Mantovani et al.,
2006a;Pollard, 2004). Stale vice dikazl potvrzuje, ze TAM a jiné myeloidni bunky hraji
vyznamnou roli v progresi riznych nadort (Mantovani et al., 2002a; Condeelis & Pollard,
2006; Sica & Bronte, 2007; Lewis & Pollard, 2006).

SUPPRESSION OF NEO-ANGIOGENESIS
ADAPTIVE IMMUNITY

MATRIX
REMODELING

TUMOR GROWTH
SURVIVAL

CHEMOKINES,
MMPs, TNF

TUMOR INVASION
METASTASIS

Obr. 5 Funkce TAM podporujici riist nadori zprostifedkované chemokiny (Sica, 2006).

Schopnost exprimovat riizné funkéni programy v ramci reakce na rizné signaly
z prostiedi je vlastnosti makrofagu, kterd se obvykle projevuje za patologickych podminek,
jako jsou infekce a malignity (Mantovani et al., 2004a). Makrofagy jsou aktivovany
vlivem signalll z prostfedi, jako jsou mikrobidlni produkty a cytokiny. Aktivované
makrofagy lze rozdélit podle fenotypu na M1 (klasicky aktivované) a M2 (alternativné
aktivované) (Mantovani et al., 2002a). Ke klasické aktivaci dochazi v ramci reakce na
bakterialni produkty, jako je lipopolysacharid (LPS) a imunitni podnéty typu interferonu y
(IFN-y).

Klasickda M1 aktivace makrofagh se vyznacuje vysokou schopnosti prezentovat
antigen, vysokou produkeci IL-12 a IL-23, nizkou produkci IL-10 (Verreck et al., 2004) a
naslednou aktivaci reakce polarizovaného typu I. M1 makrofagy zprostiedkovavaji jako

ucinné efektorové builky rezistenci proti intracelularnim parazitim a nddorm a navozuji
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reakce posSkozujici tkané sekreci tumoricidnich latek jako je TNF-a, IL-12,
reaktivni dusik (iINOS) a meziprodukty kysliku (ROS). Kromé& toho M1 makrofagy
podporuji Th1 imunitni odpovédi.

Opacny fenotyp maji makrofagy typu II (M2), které reguluji zanétlivé reakce,
adaptivni imunitu Th1, remodelace a opravu tkani, odklizeji tkanovy debris a podporuji
angiogenezi. M2 aktivované makrofagy se vyskytuji v riznych variantach v zavislosti na
pusobicich signalech, mezi néZ patii IL-4, 1L-13, IL-10 a glukokortikoidy. V zasad¢ maji
M2 makrofagy imunosupresivni fenotyp a uvoliuji cytokiny véetné IL-10, které podporuji
Th2 imunitni odpovédi (Mantovani et al., 2006b; Martinez et al., 2008; Martinez et al.,
2009).

Cytokiny exprimované v mist¢ nadoru hraji tUstfedni roli v diferenciaci
atrahovanych mononuklearnich fagocyti, coz pfispiva k odklonu lokélniho imunitniho
systtmu od protinadorového pusobeni (Mantovani et al., 2002b). Imunosupresivni
cytokiny IL-10 a TGF-f jsou produkovany jak nadorovymi buitkami, tak TAM (Mantovani
et al., 2002b). IL-10 podporuje aktivaci makrofagl a indukuje v TAM expresi funkci
souvisejicich s M2 fenotypem. Produkce IL-10, TGF-B a prostaglandinu E2 (PGE2)
nadorovymi buitkami a TAM piispiva k vSeobecnému potlaceni protinadoroveé aktivity.
Prestoze TAM maji pievazné fenotyp M2, v soucasnosti je jiz znamo, Ze fenotyp TAM
zavisi na fazi ristu nddoru. M1 makrofagy se Casto hojné€ vyskytuji v mistech, kde nadory
vznikaji. Fenotyp makrofagl se poté pfepne na M2, kdyz se nador rozviji a zvysuje se jeho
invazivita a vaskularize (Biswas et al., 2008).

TAM tvofi malo NO (Dinapoli et al., 1996;Klimp et al., 2001), reaktivnich
kyslikovych meziproduktd (Klimp et al., 2001) i zanétlivych cytokind (napt. IL-12, IL-18,
TNF-a, IL-6) (Mantovani et al., 2002a).

TAM se zapojuji do procesu angiogeneze, kterd pifedstavuje klicovou udalost
V pribchu rlstu a progrese nadoru, produkei angiogenniho faktoru thymidin fosforylazy,
ktera podporuje migraci endotelialnich bun¢k in vitro (Hotchkiss et al., 2003) uvoliiovanim
fady ucéinnych proangiogennich cytokint, jako jsou VEGF-A, VEGF-C, TNF-a, IL-8 a
bFGF (Lewis et al., 2000;Sunderkotter et al., 1994) a tvorbou proangiogennich a
pronadorovych chemokini, jako jsou naptiklad CXCL12, CCL2, CXCL8, CXCL1,
CXCL13, and CCL5 (Balkwill, 2004; Mantovani et al., 2002b; Vicari & Caux, 2002).

TAM dale exprimuji Sirokou $kalu protedz, které navozuji destrukci extracelularni

matriX. Mezi né patii aktivator plazminogenu urokinazového typu (uPA), matrixové
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metaloproteinazy MMP-2, MMP-7, MMP-9 a MMP-12 a eclastazy
(Hildenbrand et al., 1995; Giraudo et al., 2004; Solinas et al., 2009a; Hao et al., 2012).
Degradace ECM vede k mobilizaci riistovych faktorti a usnadnéni migrace cévnich bunék
do nového prostredi (Balkwill & Mantovani, 2001). Kone¢né¢ TAM exprimuji molekuly,
které¢ ovliviiuji proliferaci nadorovych bunck (spolecné s angiogenezi a rozvolnénim
pojivovych tkani). Patii mezi né epidermalni ristovy faktor (EGF), ¢lenové FGF rodiny,
TGF-B, VEGF a chemokiny (Solinas et al., 2009a; Hao et al., 2012).

Je dlouho znamo, ze TAM maji nizké antigen prezentujici schopnosti a potlacuji
aktivaci a proliferaci T bun¢k (Mantovani et al., 2002b). Mezi supresivni mediatory
tvofené TAM patii prostaglandiny, IL-10 , TGF-f a metabolity indolamin dioxigenazy
(IDO) (Mantovani et al., 2002b; Mantovani et al., 2004a). TAM navic nejsou schopny
vyrabét IL-12, dokonce i po stimulaci IFN-y a LPS (Sica et al., 2000). S timto profilem
cytokinil, ktery je charakteristicky pro M2 makrofagy, nejsou TAM schopné spustit
imunitni reakce Thl typu, ale spiSe indukuji T regulacni buiiky (Treg buiiky). Celkové
plati, Ze chemokiny tvofené¢ TAM zplisobuji nejcastéji nabor efektorovych T bungk, které
nejsou schopné navodit protektivni protinadorovou imunitu. TAM také produkuji
chemokiny atrahujici T bunky s imunosupresivnimi funkcemi (Sica et al., 2006a).

TAM, kromé chemokiny podporované produkce tumorogennich faktord, jako jsou
napt. MMP-2, MMP-9, piispivaji tvorbou zanétlivych cytokint jako je TNF-a ke vzniku
takzvané amplifikaéni smycky, v niz tyto zanétlivé cytokiny indukuji v nadorovych
bunkach zvySenou expresi chemokinti (kromé tumorogennich faktori), které do nadort
atrahuji dalsi monocyty. Zanétlivé chemokiny mohou také piimo prostfednictvim
specifickych chemokinovych receptorii zvySovat tumorogenni vlastnosti nadorovych

bunék (napf. zvySenim exprese MMP-9) (Ben-Baruch, 2003).
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Obr. 6 Model potencialnich interakci mezi nadorovymi buiikami a buiikami imunitniho systému
uplatiiujici se v pribéhu rozvoje karcinomu prsu (Ben-Baruch, 2003).

Hlavnimi atraktanty monocytickych prekurzorti jsou piedevs§im CC-chemokiny
zahrnujici CCL-2, CCL-5, CCL-7, CCL-8 (Mantovani, 1999; Conti & Rollins, 2004a;
Sawanobori et al., 2008), CXCL12, M-CSF a cytokiny v¢etné vaskularniho endotelialniho
rustového faktoru (VEGF), z krevnich desticek odvozeného rastového faktoru (PDGF) a
IL-10 (Solinas et al., 2009b; Siveen & Kuttan, 2009; Murdoch et al., 2004; Balkwill, 2004;
Mantovani et al., 2008). U mnoha karcinomu koreluji hladiny CCL2 a CCL5 s mnozstvim
myeloidnich bunék v nadoru (Bottazzi et al., 1983; Balkwill, 2004; Soria et al., 2008).
Exprese chemokini CCL2, pravdépodobné nejcastéji nachazeného CC chemokinu
v nadorech (Sica et al., 2006b) a CCL5 byla detekovana nejen u nadoru prsu (Luboshits et
al., 1999; Ueno et al., 2000), jicnu (Ohta et al., 2002), tlustého stieva (Hu et al., 2009),
pankreatu (Monti et al., 2003), cervixu (Zijimans, 2006), prostaty (Loberg et al., 2006) a
melanomt (Varney, 2005), ale také u nadort ovarii, sarkomi a gliomu (Sica et al., 2006a).
Kromé bunék nadoru jsou tyto chemokiny v nadorech rovnéz tvoteny fibroblasty,
endotelialnimi bunkami a makrofagy (Monti et al., 2003; Sica et al., 2006a) a jejich
produkce (u lidskych malignit) koresponduje se zvySenym mnozstvim TAM, metastazami
v lymfatickych uzlinach a Spatnou prognézou (Luboshits et al., 1999; Ueno et al., 2000;
Koide et al., 2004). Uginek CCL2 na nadorové buiiky zavisi na jeho mnoZstvi
V nadorovém mikroprostfedi. Napf. u melanomu vede nizka exprese CCL2 k mirné
infiltraci makrofagy, coz smétuje k podpofe rustu nadoru (Nesbit et al., 2001). Naopak
vysoké hladiny CCL2 stimuluji infiltraci velkym mnozstvim makrofagh s protinadorovou

aktivitou (Nesbit et al., 2001). Podobné CCL5 miize mit v ur€itych situacich protinadorovy
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ucinek, napt. u nemalobuné¢ného karcinomu plic, kde je spojen s i€innou odpoveédi
lymfocyti (Arenberg et al., 2000).

V soucasnosti je zndmo, Ze CC chemokiny neuplatiuji sviij vliv na tvorbu
nadorového mikroprostiedi pouze prostfednictvim atrahovani TAM, ale jejich pusobeni je
komplexnéjsi. Exprese onkogennich proteinti v nadorovych bunkéch zpiisobuje nadmérnou
produkci STAT3, ktery stimuluje tvorbu chemokini CCL2, CCL5 a CXC (s cytokiny
IL-10 a TGF-B). Tyto faktory atrahuji do nddoru TAM a MDSC. Nésledkem toho dochazi
k nedostatecné aktivaci a nespravné polarizaci rezidentnich DB v nadoru a v lymfatickych
uzlinich. To vede ke vzniku anergicych a regulac¢nich Treg bunék v lymfatickych uzlinach
(Melief, 2008b).

Increased:
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Obr. 7 Rozvraceni odpovédi efektorovych bunék béhem ristu nadoru (Melief, 2008b).

Zatimco bylo mnoha autory popsano, ze buniky délozniho ¢ipku (infikované HPV)
exprimuji atraktanty makrofagi, véetné CCL2, CSF-1 a VEGF, které je moZné detekovat
ne jen lokaln¢, ale také v periferni krvi (Riethdorf et al., 1996; Dai et al., 2005; Branca et
al., 2006; Adam et al., 1999; Suzuki et al., 1995; Fichorova & Anderson, 1999; Punnonen
et al., 1998; Mitsuhashi et al., 2005; Kodama et al., 1999), studiem role makrofagi v
pribéhu karcinogeneze cervikalniho karcinomu byla ziskavana vzajemné si odporujici
data.

Nékteti autotfi dosli k zavérim, ze hustota makrofadgl s progresi onemocnéni klesé
(Davidson et al., 1997; Kleine-Lowinski et al., 1999; Heller et al., 2003; Davidson et al.,
1999), jini prokazali, ze mnozstvi makrofagi se zvySuje spole¢né s progresi CIN do

invazivniho karcinomu (Zijlmans et al., 2006; Schoppmann et al., 2002;
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Hachisuga et al., 1989; Takehara, 1996; Tay et al., 1987; al-Saleh et al., 1995).
Postupné bylo prokdzéno silné spojeni mezi maligni transformaci délozniho &ipku a
linearnim nartstem poctu  CD68+ TAM vV inraepitelidlnich 1ézich piechazejicich do
invazivnich stadii (Hammes et al., 2007; Mazibrada et al., 2008).

Studiem cervikalnich 1ézi navozenych infekci HPV bylo zjisténo, Zze neschopnost
imunitniho systému vyrovnat se s nadorem u pacientl s karcinomem délozniho ¢ipku je
zpiisobena vytvofenim nadorového mikroprostredi, pro které je charakteristickd pfitomnost
imunosupresivné pusobicich DB, MDSC, TAM a Treg (Piersma, 2011). Autofi, ktefi
studovali vyvoj imunosupresivniho mikroprostiedi béhem karcinogeneze karcinomu
cervixu zjistili, ze stroma 1ézi high grade CIN (HGCIN) obsahuje skupinu DB (dendritic
cells - DC), které exprimuji imunosupresivni faktory (Kobayashi et al., 2008). Tyto bunky
se behem karcinogeneze vyvijeji. Postupné se zvétSuje mnozstvi bunck exprimujicich DC-
SIGN a imunosupresivni faktory IL-10 a IDO. Autofi navrhli model cervikalni
karcinogeneze, ve kterém tyto DB fidi diferenciaci regula¢nich T bun¢k a tim ovliviuji
polaritu mistni imunitni odpovédi. Zkoumanim fenotypu imunitnich bun¢k normalniho
cervixu, intraepitelidlnich neoplazi a karcinomii zjistili, ze postupnou malignizaci 1ézi
dochazi v stromatu ke zvySeni mnozstvi Foxp3+ T bunék (Treg bun€k), TGFp+ T bungk,
IDO+ DC, IL-10+ DC, bunék exprimujicich CDla a TAM. Naopak koncentrace nador
inhibujicich bunék IFN-y+ a MMP9 pozitivnich bun¢k nartistala od normélniho cervixu do
CIN a pak strmé¢ klesala.

Ptechod z normalniho epitelu, pies 1éze nizkého a vysokého stupné do karcinomu je
spojen se ztratou lokalné exprimovaného IFN-y (Kobayashi et al., 2008; Scott et al., 2009)
a zvySenim mnozstvi IL-10 (Kobayashi et al., 2008; Syrjanen et al., 2009). Dochazi
k vcestovani aktivovanych CD4 + a CDS8 + T bunék (Kobayashi et al., 2008; Piersma et al.,
2007), které nejsou schopné produkovat granzym B (Bontkes et al., 1997) a tvoii PD-1
jako projev vy¢erpani (Karim et al., 2009).
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Obr. 8 Model centralni role DB v priubéhu imunoeditingu cervikalnich 1ézi indukovanych HPV
( Kobayashi, 2008).

Vyznamnou roli také hraji FoXp3 pozitivni T lymfocyty, které byly detekovany
v lymfatickych uzlinach postizenych metastazami invazivniho karcinomu. To svéd¢i o
Sifeni imunosupresivniho vlivu znadoru do vzdélen¢jSich mist. Toto pozorovani by
objasfiovalo pfi¢inu dfive zjisténé systémové imunitni tolerance k HPV antigenim u
pacientu s cervikalnim karcinomem (Kobayashi et al., 2008).

Role makrofagh u HPV16 indukovanych nadort byla také zkoumana s pomoci
E6/E7 exprimujiciho TC-1 nadorového modelu (Lin et al., 1996; Lepique et al., 2009;
Berraondo et al., 2007). Bylo prokazano, ze hlavni populaci imunitnich bunék infiltrujicich
TC-1 néadory jsou TAM s M2 profilem (CD45 + CD11b + F4/80 + Arginaza | + IL10 +).
Ziskané vysledky jasné ukéazaly, ze TAM usnadilyji rast nadoru inhibici funkci
protinadorovych T bungk prostiednictvim indukce Treg bunék a inhibici antigenem fizené
lymfoproliferace. Odstranéni té€chto makrofagi z nadort u mysi pomoci lipozomi
obsahujicich clodronate inhibovalo u mysi rst nddoru a zlepSovalo reakce nadorove

specifickych CD8 T bun¢k (Lepique et al., 2009).

2.2.1 Inhibice CC chemokinu
Aby byla role CC chemokint pfi ristu nadort 1épe definovéana, byly pouzity rizné
postupy ke snizeni jejich exprese nebo aktivity (shRNA, nizkomolekularni inhibitory,

monoklondlni protilatky) v ramci preklinickych nadorovych modelt, v nichz byl stanoven
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rust nadoru, metastazovani a preziti (Robinson et al., 2003; Nam et al., 2006;
Salcedo et al., 2000a; Adler et al., 2003; Stormes et al., 2005; Jayasinghe et al., 2008).

Diky zjisténim, ze CCL2 pfimo stimuluje pfeziti, rist a migraci nddorovych bunck
a nepiimo podporuje infiltraci makrofagy a zrani a ¢innost osteoklasta (Zhang et al.,
2010a; Zhang et al., 2010b) byla testovana jako terapeuticka moznost protilatka anti-CCL2
v preklinickych modelech nadort prostaty (Loberg et al., 2007a; Li, 2009) a prsu (Lu,
2009). Pii systémovém podani neutralizacnich protilatek proti CCL2 se ukazalo, ze 1écba
omezila rist naddorovych bun¢k prostaty o 96 % po jejich podani intrakardialni injekci
vedouci k tvorbé metastaz (Loberg et al., 2007a). Kombinace chemoterapie docetaxelem
s podanim neutralizac¢ni protilatky proti CCL2 vedla k u€¢inngjsi inhibici rtstu nadoru
pfi porovnani s pouzitim obou strategii jako monoterapie (Loberg et al., 2007a).

Stejni autofi také zjistili, Ze systémova aplikace anti-CCL2 protilatky mysSim s
podkozné implantovanymi VCaP buiikami karcinomu prostaty podstatné inhibuje riist
nadort (Loberg et al., 2007a). Tato inhibice byla doprovazena nizsi infiltraci CD68(+)
makrofagy spole¢né s podstatné niz8i hustotou mikrovaskulatury.

V preklinickém modelu karcinomu plic byla pfi kombinaci neutraliza¢ni protilatky
proti CCL2 snadorovou vakcinou pozorovana vyrazné€ vyS$i ucinnost s vyznamnou
redukci objemu nadoru a Ié¢ebnym u¢inkem piiblizné u 50 % nadoru (Fridlender et al.,
2010a). Kombinovana terapie vedla k tvorbé vétsiho mnozstvi CD8 + T bun¢k v nadoru,
které byly vice aktivovany a vice specifické proti nadorovym antigeniim, coz bylo méfeno
pomoci tetramert. Jako potencialni mechanismus ucinku bylo navrzeno sniZzeni mnozstvi
intratumoralnich T regula¢nich bunék.

Prostiednictvim protilatek proti CCL2 byla zjisténa souvislost TAM s modulaci
rastu nadoru in vivo u lidské bunééné linie karcinom pankreatu Panc-1 a lidské
melanomové bunééné linie WM115 {Zhang, 1997 4 /id}.

Ptikladem pozitivniho vlivu inhibice chemokinu CCL2 na imunoterapii nadoru je
zesileni protinddorového ucinku imunizace AdV5 exprimujicim E7 protein pomoci
monoklonalni protilatky anti-CCL2/CCL12 pfi experimentalni terapii TC-1 nadort
(Fridlender et al., 2010b). Blokada CCL2 vedla k vyznamnému posileni imunoterapie.
Bylo detekovéano zvySené mnozstvi aktivovanych CD8+ T bunék a snizené mnoZstvi Treg
bun¢k ve slezinach a v nadorech. Mnozstvi MDSC, TAM a CD4+ T bun¢k nebylo
blokadou ovlivnéno. Byl detekovan vétsi podil Kklasicky aktivovanych M1 makrofagi
(CD11b+/F4/80+/CD206+) v nadoru. Detekce mRNA rtznych cytokind, chemokini a

bunéénych adheznich molekul vedla ke zjiSténi, Ze blokdda CCL2 proménila nddorové
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mikroprostiedi ve vice prozanétlivé. Tento stav muze vysvétlovat vétsi mnozstvi a
aktivaci CD8+ CTL v nadorech (Fridlender et al., 2010a).

Na zéklad¢ vysledkt preklinickych testi a diky dostupnosti 1ékd, které ovliviiuji
chemokiny a byly plvodné vyvinuty pro pouZiti u autoimunitnich a zanétlivych
onemocnéni, jako je revmatoidni artritida, lupénka, roztrouSena skleroza a astma (Horuk &
Proudfoot, 2009), bylo zahajeno nékolik klinickych studii. Ve srovnani s mnozstvim
klinickych pokusti zaméfenych na chemokiny nebo jejich receptory u chorob jako je
artritida ¢i astma, je klinickych testl zaméfenych na chemokiny nebo jejich receptory u
nadord mensi mnoZstvi.

Tyto klinické pokusy se predevsim zabyvaly CXCR4 a v mensim rozsahu i CCR4,
CCR5 a CCL2 (Garber, 2009; Golay & Introna, 2008; Pease & Horuk, 2009; Wells et al.,
2006). Jako léky byly pouzité nizkomolekularni inhibitory, antagonisté peptidd nebo
protilatky. Jako antagonisté receptorit byly pouzity pfedevsim na N konci zkracené formy
ligandii, coz ovlinovalo signalizaci, ale ne jejich vysoce afinitni vazbu. Nizkomolekularni
inhibitory také spiSe blokovaly signalizaci receptoru, nez vazbu ligandu.

Z ruznych testovanych 1€kt byly napf. ¢tyii zaméfené na CXCR4, protoze to byl
jeden z prvnich chemokinovych receptord, u n€¢hoz bylo zji§téno, ze ma vliv na
metastazovani naddor. Vzhledem k ustfedni roli CCRS v dialogu mezi mesenchymalnimi
kmenovymi buitkami (MSC) a nadorovymi bunikami (Karnoub et al., 2007), bude blokada
tohoto receptoru také zajimava, zejména proto, ze Maraviroc - antagonista CCR5 byl
nedavno schvalen FDA pro 1écbu HIV infikovanych pacientl. Zatim se stale ceka na
vysledky vétSiny provadénych klinickych testt.

Také zacala byt vramci terapie karcinomu prostaty v klinickych testech faze I
hodnocena bezpecnost neutralizacni monoklonalni protilatky proti CCL2 (CNTO8880) a
ucinnost V klinickych testech faze Il. Kombinace neutralizacnich protilatek proti ose
CCL2/CCR2 nebo nizkomolekularnich antagonistt CCR2 s dal$imi 1écebnymi pfiistupy,
jako jsou chemoterapie nebo pouZziti jinych imunomodulatord, by mély v blizké
budoucnosti poskytnout nové terapeutické moznosti 1é€by karcinomu prostaty a dalSich

malignit (Zhang et al., 2010Db).

2.3. GM-CSF jako imunoadjuvans nadorovych vakcin

GM-CSF, ktery byl plivodné byl objeven jako faktor se schopnosti tvofit kolonie
granulocyti a makrofagii z prekurzorovych bunck kostni diené, mtize podporovat

myeloidni diferenciaci. Receptor pro GM-CSF je exprimovan na CD34+ progenitorovych
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bunikach, vSech myeloidnich hemopoetickych prekurzorech a cévnich
endotelialnich buiikach. V soucasnosti se GM-CSF pouziva v klinice k obnoveni populace
myeloidnich bun¢k pfi neutropenii u pacienti po chemo a radioterapii nebo po
transplantaci kostni dfené (Shi et al., 2006). Navic GM-CSF indukuje proliferaci a migraci
endotelialnich bunék, coz pfispiva k angiogenezi (Bussolino et al., 1993; Mann et al.,
2001) a podporuje proliferaci keratinocytt, ¢imz stimuluje hojeni ran (Barrientos et al.,
2008; Szabowski, 2000).

GM-CSF je povazovan za jedno z nejucinnéjSich adjuvans a byl pouzit v mnoha
nadorovych imuniza¢nich schématech zahrnujicich vakcinaci prostiednictvim DNA,
peptidd, nadorovych bunék nebo dendritickych bunék (Disis et al., 1996; Slingluff, Jr. et
al., 2003; Small et al., 2006).

Pii vakcinaci nadorovymi buitkami secernujicimi GM-CSF byla navozena silna
specificka a dlouhotrvajici imunita (Dranoff et al., 1993a; Dunussi-Joannopoulos et al.,
1997; Hung et al., 1998; Mach et al., 2000a). Bylo zjisténo, ze GM-CSF pusobi na aktivaci
makrofagt, granulocyti a NK bunék (Mach et al., 2000b; Gillessen et al., 2003) a soucasn¢
podporuje lokalni atrahovani a zrani DB (Ganesh et al., 2009), coz hraje vyznamnou roli
pii indukci T bunééné imunitni odpovédi a vyvoji B bun€k (Sallusto & Lanzavecchia,
1994;Young et al., 1995;Caux et al., 1992). Tim propojuje piirozenou a adaptivni imunitu
(Curtsinger & Mescher, 2010) a hraje vyznamnou roli jak pfi primingu (Mach et al.,
2000c), tak v efektorovych fazich protinadorové odpovédi (Scheibenbogen et al., 2000).

GM-CSF muze rovnéz zvysit imunogennost nddorovych bun¢k zySenim prezentace
TAA (Fischer et al., 1988). Bylo rovnéz prokazano, ze GM-CSF zvysuje produkci nékolika
cytosinit véetné¢ IL-1, TNF a IL-6, ¢imz dale podporuje diferenciaci B a T lymfocytl
(Armitage, 1998). Navic GM-CSF zvysuje citlivost T bun€k k IL- 2 navozené proliferaci
indukci exprese receptoru pro IL-2 (IL-2R) na jejich povrchu (Al-Aoukaty et al., 1994).

Imunitni mechanismy, které jsou odpovédné za protinddorovy efekt pifi pouZiti
nadori exprimujicich GM-CSF, jsou cytotoxickd odpovéd’ CD8+ T bunék a CD4+ T
bunék tvoticich IFN-y a IL-4, produkce Th1 a Th2 cytokini, vyssi titry IgG protilatek proti
povrchovym a intracelularnim antigenim nddoru, selektivni destrukce cév nadort,
pusobeni aktivovanych eosinophili a makrophagt.

Imunoterapie pomoci nadorovych bun¢k secernujici GM-CSF byla testovana
Vv klinickych studiich u pacientd s melanomem, kde vedla K infiltraci metastaiz CD4+ a
CD8+ T lymfocyty a plazmatickymi bunikami, coz vedlo k nekréze a fibroze téchto

metastaz (Soiffer et al., 1998). Tato metoda byla rovnéz testovana u pacienti
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s nemalobunéénym karcinomem plic (Nemunaitis et al.,, 2004; Salgia, 2003),
karcinomem pankreatu (Jaffee et al., 2001), prostaty (Small et al., 2007) a ledvin (Simons,
1997). Pro urceni charakteru imunologického ucinky GM-CSF ma rozhodujici vyznam
davka podaného cytokinu. Nékolik pokusii s vyuzitim nizsich davek GM-CSF (< 80 pg/d)
ukazalo zlepSeni imunitni reakce T-lymfocytt (Parmiani et al., 2007), zatimco pokusy s
vys$imi davkami neprokazaly bud’ zadny ucinek nebo snizenou odpoveéd’ (Parmiani et al.,
2007; Dillman et al., 2003; Weber et al., 2003; Simmons et al., 1999). Piedpoklada se, ze
prah pro nepfiznivy G¢inek GM-CSF je 100 pg/d (Parmiani et al., 2007). Vyssi davkou
mohou byt atrahovana znaéna mnozstvi MDSC (Serafini et al., 2004a).

Cesta podani a interval mezi davkami jsou také dulezit¢ pro farmakokinetiku
GM-CSF (Stute et al., 1992). Pokud bude GM-CSF pouzit v budoucich studiich, budou
muset byt tyto dalezité vztahy mezi davkou, zptisobem podani, intervalem mezi davkami a
odpovédi brany v potaz.

Ptredpoklada se, ze adjuvantni nebo protinadorovy imunizacni efekt je maximalni,
pokud je dosazeno dlouhodobého uvolnovani v mist¢ inokulace. Diferenciace DB z
primitivnich hematopoetickych prekurzori vyzaduje minimalné¢ 6 dni kultivace v
piitomnosti GM-CSF a TNF-a (Morrissey et al., 1987; Caux, 1992). Cytokiny pusobi
parakrinng€, coz vyzaduje jejich trvalou pfitomnost v misté vakcinace. Protein ~ GM-CSF
ma ovSem kratky polocas rozpadu v plazmé - 0,9 az 2,5 h (Stute et al., 1992). Proto by
injek¢ni bolus GM-CSF nebyl pro dosazeni silného imunoadjuvantniho efektu vhodny.

V mnoha preklinickych modelech bylo pozorovano, ze trvalé lokalni uvolfiovani
GM-CSF v misté vakcinace buiikami secernujicimi GM-CSF je efektivni pfi indukci
protinadorové imunity pfi pouziti bungk upravenych tak, aby uvoliiovaly 90 az 300 ng/10°
bun¢k/24 hodin (Dranoff et al., 1993b; Teshima et al., 2001). Naproti tomu lokalni
uvoliovani vysokych davek GM-CSF v misté vakcinace nebo intraperitonealni injekce
vedlo Kk potlaceni imunitni protinadorové odpovédi (Serafini, 2004). Vysoké davky
GM-CSF injikované podkozné vedly k expanzi myeloidnich supresorovych bunck
(Filipazzi et al., 2007).

Lokalni vliv GM-CSF podaného pfimo do nadoru virem vakcinia nebo jinymi
vektory byl testovan v preklinickych i klinickych studiich v rdmci experimentalni terapie
riznych nadortt (Mastrangelo et al., 1999; Stoutenburg et al., 2004). V nadorech bylo
zjisténo zvysené mnozstvi dendritickych bun¢k, tumor infiltrujicich leukocytt a zvysSené

hladiny IFN-y, IL-12 a dalSich chemokint (Pan et al., 2004). Strategie intratumoralniho
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podani byla v nékterych pripadech provazena protinadorovym efektem (Kudo-Saito
et al., 2004; Lichtor et al., 2005).

2.5 WT1 protein-modelovy protinadorovy antigen

Protein 1 Wilmsova nadoru (WTT1) je slibny nadorovy antigen, ktery by mohl vést
ke vzniku nové tfidy univerzalnich nadorovych vakcin. Ackoli byl WT1 v prvnich
publikacich popisovan jako tumor supresorovy gen (Call et al., 1990; Gessler et al., 1992)
vySlo pozdéji najevo, Ze ma také funkci onkogenu (Menke et al.,, 1998). WT1 je
transkripéni faktor, ktery je zapojen do bunécné proliferace, diferenciace, apoptozy a
vyvoje organt (Drummond et al., 1992; Englert et al., 1995; Hewitt et al., 1995; Goodyer
et al., 1995). N¢které z jeho charakteristickych vlastnosti z néj ¢ini antigen pouzitelny pro
imunoterapie.

Je vyznamné exprimovan v nékolika typech hematologickych malignit stejné jako
Vv solidnich nadorech (QOji et al., 1999; Gillmore et al., 2006; Inoue et al., 1997; Nakatsuka
et al., 2006; Menssen et al., 1995; Huang et al., 1990; Menssen et al., 1995). Pti 1é¢bé
antisense oligonukleotidy proti WT1 byla pozorovana inhibice ristu leukemickych bunék i
bung¢k solidnich nadoru (Oji et al., 1999; Yamagami et al., 1996a; Algar et al., 1996; Inoue
etal., 1998a) .

WT1 ma negativni vliv na diferenciaci, ale podporuje proliferaci progenitorovych
bunék (Inoue et al., 1998b; Tsuboi et al., 1999). Osaka a kol. (Osaka et al., 1997) ukazali,
ze bunky s vysokou mirou exprese WT1 mély vyraznéjsi tendenci k prechodu do leukémie.
WT1 protein je imunogenni a vykazuje vysokou antigenicitu pro T bunky, coz bylo
popsano n¢kolika skupinami (Gao et al., 2000; Ohminami, 2000; Oka, 2000). U pacienti
S malignitami byly prokazany WT1 specifické T bunky, stejné jako IgG protilatky anti-
WT1 (Gillmore et al., 2006; Rezvani et al., 2005; Elisseeva et al., 2002; Nicoli et al., 2008;
Oji et al., 1999). Ztrata exprese WT vede k zastaveni proliferace nebo smrti nadorovych
bunék. Proto panuje ptresvédceni, Ze riziko vzniku variant nddorovych bunék, které by
unikly imunité diky ztraté antigent je velmi malé (Oji et al., 1999;Yamagami et al.,
1996b).

WTT1 je také exprimovan v normdlnich tkanich jako jsou pohlavni organy (varlata,
ovaria), ledviny, slezina a kostni dienn (Huang, 1990; Hosen, 2002). Navzdory expresi v
normalnich tkanich, neexistuji zddnd pozorovani, ktera by svédc¢ila o autoimunitnich
reakcich jak u mysi, tak u lidi po WT specifické imunoterapii (Gao et al., 2000; Ohminami
et al., 2000; Oka et al., 2000). Protoze WT1 je télu vlastni antigen, pfedpoklada se, ze T
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bunky s vysokou afinitou proti tomuto antigenu jsou odstranény klonalni deleci v
thymu (Wiegers et al., 2011).

V poslednich deseti letech byla fada WT1 vakcin testovdno v ranych fazich
klinickych zkou$ek u mnoha typt solidnich a hematologickych nadorta (Miyatake et al.,
2013; Oji et al., 2010; Ohno et al., 2009; Izumoto et al., 2008; Tsuboi et al., 2007;
Kawakami et al., 2007; Morita et al., 2006) . Jako zdroj WT1 antigenu byly pouzity napf.
peptidové vakciny s HLA restrikei, dlouhé peptidy bez HLA restrikce, DB nesouci peptidy
s HLA restrikci a DB transfekované mRNA kddujici kompletni WT1

Vétsina testti byla provedena s WT1 peptidy s HLA restrikci. Vzhledem k vysoké
prevalenci HLA- A * 2402 a HLA-A * 0201 v japonské a kavkazské populaci byly nejvice
pouzity peptidové vakciny omezené na tyto HLA haplotypy. Kromé piirozené¢ se
vyskytujicich WT1 peptidd byly pouzity upravené takzvané heteroklitické peptidy s
HLA - A * 2402 restrikci (Ohno et al., 2009; Hashii et al., 2010). Heteroklitické peptidy
jsou varianty pfirozené se vyskytujicich peptida se stejnou MHC | specifitou, ale s
vylepSenou vazbou a stimula¢ni kapacitou T-bunék.

Ackoli je pouziti peptidi snadné a levné, ma také nékolik nevyhod. Hlavni
nevyhodou je MHC restrikce a tim zavislost na pacientové HLA haplotypu. Vybérem
peptidu pro jeden typ MHCI molekuly (napf¥. HLA - A * 0201 nebo HLA - A * 2402) se
zmenSuje pocet vhodnych pacientii. Navic jsou v soucasnosti zndmé imunodominantni
peptidy jen pro omezeny pocet molekul MHC.

Vakciny zalozené na kratkych peptidech jsou schopny pfedev§im zvysSit mnoZstvi
cytotoxickych specifickych CD8+ T bunék, ale nemohou piimo aktivovat pfibuzné CD4+
pomocné T bunky, které jsou potfebné pro poskytovani pomoci cytotoxickym T
lymfocytim a k vytvoreni dlouhodobé imunity indukei pamétovych T bunék. Pro posileni
a rozsifeni imunostimulacni kapacity peptidovych vakein je k dispozici nékolik moznosti.
Napiiklad byly pouzity delsi WT1 peptidy (19-22 aminokyselin) obsahujici epitopy MHC
Il v kombinaci s modifikovanymi kratkymi WT1 peptidy, v nichz byl arginin (R) na pozici
1 nahrazen zytkem tyrosinu (Y) (Maslak et al., 2010; Krug et al., 2010).

Zatazeni vice WT1 epitopu lze ziskat pouzitim celého WT1 proteinu, ovSem je
znamo, 7e¢ imunizace proteinem vede k indukci humoralni misto buné¢né imunitni
odpovédi a pulsovani DB proteiny vedlo ptevazné k reakci CD4+ pomocnych T bunék
prostiednictvim prezentace molekulami MHCII bez indukce CD8+ cytotoxickych T bunék
(Van et al., 2012). Dalsi strategie umoznujici obejiti HLA restrikce vyuziva DB
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transfekované mRNA WTI1, kterA mize obsahovat sekvenci zvyhodiujici
prezentaci prostiednictvim MHC I, jez byla odvozena z membranovych glykoproteint
lysosomu dendritickych bunék (Van Tendeloo et al., 2010; Coosemans et al., 2010). Tato
strategie je navrzena tak, aby zahrnovala vSechny epitopy antigenu WTI, které jsou
zpracovany DB pro pacientovy vlastni MHC molekuly, bez ohledu na znalost pacientova
HLA typu. Vyuzivini mRNA mé& mnoho dalSich vyhod, jako napiiklad jeji klinicka
bezpecnostl bez rizika integrace do hostitelského genomu a moznost soucasné transfekce

DB imunostimula¢nimi molekulami (Van Tendeloo et al., 2007).
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3. Pouzité materialy a metody

3.1 Specialni pristroje
Pristroj
ABI Prism 310 geneticky analyzator
Centrifuga - Labofuge 400R
Centrifuga - Megafuge 1.0R
CO; inkubator
Horizontalni elektroforéza EASY-CAST
Laminarni box - Hera Safe
Mikroskop Axiovert 200M
Mikroskop MEOPTA DN 817 BI

Omni Tissue Homogenizer (TH)

Real-time quantitative PCR Rotorgene 3000

Sonicator MSE- Soniprep 150
Spektrofotometr BIOMATE 3
Thermo-cycler UNOII
Trans-Blot SD

Ultra Microplate Reader ELx808
Ultracentrifuga Optima L-90K

UV transiluminator Gel Doc 2000

Vertikalni elektroforéza Mighty Small 11 SE

Vyvoléavaci pfistroj Ecomat 2400

Zdroj napéti - Power pac 200
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Vyrobce

PE Corporation
Heraeus Instruments
Heraeus Instruments
Sanyo

Owl Scientific
Heraeus Instruments
Zeiss

Meopta

Omni International

Corbett Research

MSE Scientific Instruments

Thermo Electron Corp.
Biometra

BioRad Laboratories
Bio-Tek Instruments
Beckman

BioRad Laboratories
BioRad Laboratories
Ecomat

Biorad Laboratories



3.2 Pocitacové programy

Nazev

Vector NTI SuiteV.7

Chromas 1.5

Clone Manager 9 Professional Edition
Enhance Map Draw

Flow Jo Version 7.1.2

GraphPad Prism Version 3.0

3.3 Chemikalie

Chemikalie

Aceton

Agardza GTG SeaKem
Agaroza LE SeaKem
Akrylamid

Ammonium persulfat
Ampicilin

Antibiotika (penicilin + streptomycin)
Azid sodny

Bacto-agar

Bovinni sérovy albumin (BSA)
Bromdeoxiuridin (BUdR)
Butanol

Dihydrogenfosfore¢nan draselny
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Vyrobce

InforMax, Inc.

Technelysium Pty Ltd

Scientific and Educational Software
Scientific and Educational Software
Tree Star Inc.

GraphPad Software

Vyrobce
Lach-Ner
FCM

FCM
Serva
Serva
Amersham
Sevapharma
Serva
Difco
Sigma
Sigma
Lachema

Lachema



Dimethylsulfoxid

Disodna siil kyseliny diethyltetraoctové (EDTA)
D-MEM

Dodecyl siran sodny

Eosin

EPL 4x

Ethanol 96%

Ethidium bromid (EtBr)
Fenol

Fetalni bovinni sérum (FBS)
Fosfore¢nan sodny

Glukéza

Glycerol

Glycin

Histopaque 1077
Hydrogenfosfore¢nan sodny
Hydrogenuhli¢itan sodny 7,5%
Hydroxid sodny
Hydroxychinolin
Hypoxantin

Chloramfenikol

Chlorid cesny

Chlorid draselny

Chlorid hotfe¢naty
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Sigma
Sigma
PAA
Sigma
Lachema
Sevapharma
Lachema
Sigma
Roth
PAA
Lachema
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Lachema
PAA
Lachema
Fluka Chemie
Sigma
Léciva
Sigma
Lachema

Sigma



Chlorid sodny

Chlorid véapenaty
Chloroform
Isoamylalkohol
Isopropanol

Kyselina chlorovodikova
Kyselina mykofenolova
Kyselina citronova
Kyselina octova
Kyselina sirova

LB Broth

L-glutamin

Minimum Essetial Medium Eagle (E-MEM)

N,N,-Dimethylformamid (DMFO)

N,N,N",N"- Tetramethylendiamin (TEMED)

N,N’-Metylenbis-akrylamid (bisAA)
Narcotan

Neutralni Cerven

Octan draselny

Octan sodny

PBS

Peroxid vodiku

Persulfat amonny (APS)

Polyethylenglykol 8000 (PEG)
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Lachema
Sigma
Lachema
Lach-Ner
Lach-Ner
Lachema
Sigma
Sigma
Lachema
Lachema
Amersham
Sigma
Sigma
Fluka
Serva
Serva
Zentiva
Sigma
Sigma
Sigma
Lonza
Lach-Ner
Serva

Sigma



Polyoxyethylensorbitan monolaurat (Tween 20) Sigma

RPMI 1640 Sigma
Siran hotecnaty Sigma
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) Sigma
Trypsin (2%) Sigma
VIT-MEM Sevapharma
Vitaminy - MEM vitamins PAA
3,3-5,5"-Tetramethylbenzidin (TMB) Sigma

4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinetansulfonova kyselina Sigma
(HEPES)

Xantin Sigma

3.4 Pouzité enzymy

Proteinaza K Amersham
Ribonukleaza A (Rnaza A) Amersham
Shrimp alkalicka fosfataza (SAP) Promega
Taq DNA polymeraza BioLabs
Pfu DNA polymeraza Amersham
T4-DNA ligaza Roche

3.4.1 Restrki¢ni enzymy a pufry

Alw44l (Apa LI) Fermentas
BamH | BioLabs
Bglll BioLabs
Binl Roche
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EcoR | BioLabs

Hind 111 BioLabs
Notl BioLabs
Hpa | BioLabs
Nru | BioLabs
Nsi | BioLabs
Pst 1 BioLabs
Sal | BioLabs
Sphl BioLabs
Xba BioLabs
Xho | BioLabs
NEBuffer EcoRI BioLabs
NEBuffer 2 BioLabs
NEBuffer 3 BioLabs
NEBuffer 4 BioLabs
10x Taq polymeraza pufr BioLabs
10x T4-ligaza pufr Roche
6% DNA Loading (nanaSeci) pufr Fermentas

3.5 Standardy molekulovych hmotnosti

High Range DNA Marker 1500 — 10000 bp Fermentas
Low Range DNA Marker 80 — 1031 bp Fermentas
Protein Marker Broad Range Biolabs
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3.6 Syntetické oligonukleotidy

3.6.1 Oligonukleotidy pouzité jako primery pri PCR a sekvenovani.
Lacz1l Sekvence: 5'- CCC GAG GTG GAA TCA GAAGA -3

Pouziti:  Detekce rekombinant metodou PCR
Lacz2 Sekvence: 5 -TG TCT CCG ATA CGA ACG CTA AAC-3’

Pouziti: Detekce rekombinant metodou PCR
C23L-1 Sekvence : 5’- AAC AAA GAT TCT TCC TCC AAA CA-3’

Pouziti: Amplifikace genu C23L a detekce rekombinant metodou PCR
C23l-2 Sekvence : 5'- AAA AGA AGA AGT CGC GAG AGG -3’

Pouziti: Amplifikace genu C23L a detekce rekombinant metodou PCR
35k-intrl Sekvence: 5-TCGCTGTCTTTCTCTTCTTCGC -3’

Pouziti: Sekvenovani genu vCCI v pCR/Blunt/TOPO a pBSC-Sig vCCI
35S1G-2 Sekvence: 5" -GCA GCT GCC GCC AGG CAC ATA CAT G- 3

Pouziti: Sekvenovani genu vCCI v pCR/Blunt/TOPO a pBSC-Sig vCClI
LIVP1 Sekvence : 5'- ATTCTCGAGCCGCCATGAAACAATATATCGTCC -3’

Pouziti: Amplifikace genu vCCI viru vakcinie Lister metodou PCR
LIVP2 Sekvence: 5'- TTCAGATCTATAGAGTTATCGATTCA -3~

Pouziti: Amplifikace genu vCCI viru vakcinie Lister metodou PCR

pBSC Sekvence : 5'-GATAGGCAGCCTGCACCTGA-3’

Reverse Pouziti: Sekvenovani genu vCCI v plazmidu pBSC-Sig vCClI

pBSC Sekvence: 5 -TGTGCTGTCTCATCATTTTG-3’

Forward Pouziti: Sekvenovani genu vCCI v plazmidu pBSC-Sig vCClI

M13 Sekvence : 5-CAGGAAACAGCTATGAC-3’

Reverse Pouziti: Sekvenovani genu pro vCCI v plazmidu pCR/Blunt/TOPO
M13 Sekvence : 5-GTAAAACGACGGCCAG-3’

Forward Pouziti: Sekvenovani genu vCCI v plazmidu pCR/Blunt/TOPO
WTA Sekvence: 5-GTGCTGTATCCTT -3’

Pouziti: Amplifikace zkraceného mysiho genu WT1 metodou PCR
Primer 6 Sekvence : 5'- ATAAGCTTAGATCTTCTCACTGGTTTCAGAT -3°
Pouziti: Amplifikace zkraceného mysiho genu WT1 metodou PCR
pCMV- Sekvence : 5-AGCTTGGCGTAATCAAGGTC -3°
begL Pouziti: PCR detekce N-koncové ¢asti CMV promotoru zkraceného WT1
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pCMV- Sekvence : 5-TAACCGTATTACCGCCATGC -3’

begR Pouziti: PCR detekce N-koncové ¢asti CMV promotoru zkraceného WT1
Flag L91 Sekvence : 5'-GTCGTCATCGTCCTTGTAATC -3°

Pouziti: PCR detekce vlozeného oligopeptidu FLAG zkraceného WT1
Flag R Sekvence : 5'- TACAGCACGGTCACTTTC-3’

Pouziti: PCR detekce vlozeného oligopeptidu FLAG zkraceného WT1

3.6.2 Oligonukleotidy s funkci signalni sekvence
Oligonukleotidy s funkci signalni sekvence byly pouzity pro piipravu viru P13, ktery

exprimoval sekre¢ni formu vCCI.
35S1G-1

Sekvence: 5°-T ATG TGC CTG GCG GCA GCT GCC ATG-3’

Vyrobce: Generi Biotech
35SI1G-2

Sekvence: 5'-CG TCG ACG GCG GTC CGT GTATGT AC-3°

Vyrobce: Generi Biotech

3.7 Protilatky

WT-180, krali¢i polyklonalni IgG proti my$imu WT1 Santa Cruz Biotechnology
Detekeni osli protilatka proti krali¢im protilatkam Sigma
Mysi protilatka proti epitopu FLAG Sigma
Detekéni kralic¢i protilatka proti mySim protilatkam Sigma

Polyklonalni kozi protilatka proti mysim IgG znacena FITC ~ BD Pharmingen
Purifikovand krysi protilatka proti mySimu IFN-y BD Pharmingen
Biotinilovana krysi protilatka proti mysimu IFN-y BD Pharmingen
Krysi monoklonalni protilatka proti mysi IFN-y zna¢ena PE ~ eBioscience

Monoklonalni protilatka proti H2-Db znac¢ena FITC Serotec, Oxford

Krysi monoklonalni protilatka proti mysi CD8 znacend FITC  gBjoscience
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Krysi protilatka proti mySimu F4/80 znacena PE
Krysi protilatka proti mySimu F4/80 znacend FITC
Krysi protilatka proti mySimu Neutrophile 7/4 znacena PE
Mysi protilatka proi mysi H-2Kb/H-2Db

Krysi protilatka proti mySimu CD8 znacend FITC
Protilatka proti mysi CD25 znacena Pe.Cyanine 5
Krysi protilatka proti mySi CD11b znacend FITC
Kiecci protilatka proti mySi CD11b znacend PE

Krysi protilatka proti mysi CD11c znac¢ena FITC
Kiec¢i protilatka proti mysi CD11c¢ znacend PE

Krysi protilatka proti mysi Gr-1(Ly6G) znacena FITC
Krysi protilatka proti mySimu CD3 znacena FITC
Krysi protilatka proti mysimu CD3 znacena PE

Krysi protilatka proti mySimu CD4 znacena FITC

Mysi monoklonalni IgG; M2 proti oligopeptidu FLAG

Krali¢i polyklonalni protilatka WT 180 proti N-konci

proteinu WT1

3.8 Komercni soupravy

Big Dye"™Terminator 3.1 Ready reaction Cycle Sequencing Kit

DNA Lego kit

DNeasy Blood and Tissue Kit
Multi-Analyte ELISArray kit
ECL Detection Reagents Kit

Rapid DNA Ligation Kit
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ABD Serotec
Serotec

Serotec
BD-Pharmingen
Pharmingen
eBiosience
BD-Pharmingen
BD Pharmingen
BD-Pharmingen
BD-Pharmingen
BD-Pharmingen
BD-Pharmingen
Serotec
Pharmingen
Sigma

Santa Cruz Biotechnology

Applied Biosystems
Top-Bio

Qiagen
SABIosciences
Amersham

Roche



Z-Competent E.coli Transformation Kit& Buffer set

BD™ ELISPOT AEC Substrate Set

Cytofix/Cytoperm kit

3.9 Roztoky a pufry

Acetatovy pufr (0,1 M)

ELISA — Blokovaci pufr
ELISA — Promyvaci roztok
ELISA — Redici roztok
ELISA — Stop roztok

ELISA — Vyvolavaci roztok

ELISPOT - vyvolavaci pufr
Ethidiumbromid

FACS pufr

Fenol-Chloroform-lsoamylalkohol
HeBS 2x

Laemmliho pufr

Lyzovaci pufr s proteindzou K

NP40 lyzovaci pufr

Zymo Research
BD Pharmingen

BD Pharmingen

74 ml kyselina octova (0,2 M); 176 ml octan
sodny (0,2 M); 750 ml H,O; pH 5
5% Tween 20 v PBS; 0,05 NaN3

0,05% Tween 20 v PBS
5% Tween 20 v PBS, 2% BSA
2M H,S0O,

1 tabletka TMB; 1 ml DMFO; 9 ml fosfo-
citratového pufru; 2 ul H,O;

5% aminoethylkarbazol v 0,1 M acetatovém pufru
10 mg ethidiumbromidu do 1 ml TAE

PBS s 2% fetalniho bovinniho séra a

0,065% azidu sodného

25 dila fenolu; 24 dili chloroformu; 1 dil
isoamylalkoholu; 2 zrnka hydroxychinolinu

0,28 M NaCl; 0,5 M HEPES; 1,5 M NasPOq«;
pH 7,1; v deionizované H20

60 mM Tris-HCI, pH 6,8; 25% glycerol; 2% SDS;
14,4 mM 2-merkaptoetanol; 0,1 % bromfenolova
modr

50 mM Tris-Cl, pH 8,0; 1% SDS; 5 mM EDTA,
pH 8.0; proteindza K 200 pg/ml

50 mM Tris-HCI, pH 8,0; 150 mM NacCl,
1% NP40

80



PBS

SDS-PAGE 12(15)% délici gel

SDS-PAGE zaostiovaci gel

SDS-PAGE elektroforeticky pufr

Sol |

Sol 11

Sol HI

TAE

TE
TNE

Tris-HCI

Western blot — blokovaci roztok
Western blot — blotovaci pufr 10x

Western blot — pracovni semi-dry
blotovaci pufr s 20% ethanolem

Elektroporaéni pufr (HeBS)

137 mM NaCl; 2,7 mM KCl;

8,1 mM Na,HPO,; 1,5 mM KH,POy4; pH 7.2 - 7,4
4(5) ml 30% akryl-bisakrylamid mix (29 g
akrylamid + 1 g N’,N’-metylen-bisakrylamid);
3,3(2,3) ml H20; 2,5 ml Tris (1,5 M, pH 8,8);
100 ul 10% SDS; 100 pl 10% amonium persulfat;
4 ul TEMED

Iml 30% akryl-bisakrylamid mix; 4,1 ml H20; 750
ul Tris (1M, pH 6,8); 60 ul 10% SDS;
60 pl 10% amonium persulfat; 10 uyl TEMED

25 mM Tris; 250 mM glycin; 0,1% SDS; pH 8

50 mM glukéza; 25 mM Tris-HCI, pH 8,0;
10 mM EDTA, pH 8
0,2 M NaOH; 1% SDS

120 ml 5 M octan draselny; 23 ml ledova
kyselina octova; doplnit do 200 ml vodou

40 mM Tris-HCI, pH 7,5; 5 mM acetat sodny;
1mM EDTA-NaOH, pH 8,0

10 mM Tris-HCI, pH 8; 1 mM EDTA-NaOH

10 mM Tris; 0,2 M NaCl; 1 mM EDTA; pH 7.4

12,1 g Tris-baze, doplnéno do 100 ml H,0,
pH upraveno HCI podle potieby
10% susené mléko v PBS

14 mM Tris; 39 mM glycin; 1,3 mM SDS

40 ml 10x blotovaci pufr; 100 ml ethanol;
360 ml H,O

0,75 mM NayHPO,4, 5 mM KCI, 140 mM NaCl,
6mM glukoéza, 25mM Hepes, pH 7,05
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3.10 Kultiva¢ni média
3.10.1 Kultiva¢ni média pro bakterie
LB médium 10 g Bacto-trypton
5 g Bacto yeast extract
5 g NaCl

doplnit do 1 litru deionizovanou H,O

LB agar 2% bactoagar v LB médiu
SOB médium 2 g Bacto-trypton
0,5 g Yeast extract

200 pl 5M NaCL
50 pl IM KCl

1 ml 1M MgCl,
1 ml 1M MgSO,

doplnéno do 100 ml deionizovanou H,O

3.10.2 Kultiva¢ni média pro bunky

E-MEM 38 ml Minimum Essential Medium Eagle 10x
20 ml FBS
4 ml glutamin (200 mM)
8 ml NaHCO3

0,8ml antibiotika (50 000 m.j. penicilin + 50 mg/ml
streptomycin, Sevapharma)

4 ml vitaminy 100x konc

doplnéno do 400 ml H,O
EPL 100 ml EPL 4x

8,5 mg VIT-MEM

0,8 ml antibiotika

8 ml NaHCO3
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R3

R4

2xR10

D10

Verzen/trypsin

38,8 ml RPMI 1640 10x
12 ml FBS

4 ml glutamin (200 mM)
10,6 ml NaHCO3

0,8 ml antibiotika

4 ml vitaminy

doplnéno do 400 ml H,O

40 ml RPMI 1640 10x
16 ml FBS

4 ml glutamin

10,6 ml NaHCO3;

0,8 ml antibiotika

4 ml vitaminy

72 ml RPMI 1640 10x

80 ml FBS

8 ml glutamin

21,2 ml NaHCO4

1,6 ml antibiotika

8 ml vitaminy

500 ml D-MEM se stabilizovanym NaHCOj3
50 ml FBS

292 mg L-glutamin (Sigma)
1 ml antibiotika

40 ml sterilniho PBS
0,4ml0,5MEDTA

8 ml Trypsin

doplnéno do 400 ml H,O
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3.11 Plazmidy

pD357

Plazmid pD357 (Obr. 9) uré¢eny k deleci vCCI genti z viru vakcinie jsme ziskali od
Dr.Patela z MRC Virology Unit, University of Glasgow. Obsahuje DNA fragment
Z VACV kmenu Lister, ve kterém je 35K protein deletovan zaménou za LacZ gen pro
B-galaktosidazu E.coli. Tento gen je pod kontrolou promotoru genu vCCI (35K) z viru
vakcinie a je lemovan jak pfed (cca 1500 bp), tak za (cca 250 bp) zbytky genu vCCI.
Zakladem tohoto plazmidu je pUC19 (obr. 9).

‘BamHl

35K (L)

pUC19 o0

pD357
_ 6000 8460 bps

2000

Nrul

KR w0 a0z
35K

Hind Il
Sall
Xbal
Nru |

Clal
BamHI

Obr. 9: Plazmid pD357

pCR-Blunt TOPO

Plazmid pCR/Blunt/TOPO, ktery je soucasti kitu Zero Blunt® TOPO® PCR Cloning
Kit for Sequencing firmy Invitrogen, byl pouzity jako mezistupen pii klonovani genu 35K z
viru vakcinie Praha 13 do rekombina¢niho plazmidu pD357.
pGPTO7

Plazmid pGPTO07 (Boyle & Coupar, 1988) byl pouzit jako zdroj markerového genu

pro guanin xantin fosforibosyl transferazu (GPT) z E.coli , ktery byl po vystépeni zaligovan

do plazmidu pD357-Rev.

84



pBSC

Konstrukce tohoto plazmidu, do niZz byly zavzaty plazmidy pBCMGNeo.mlIL-2
(Karasuyama et al., 1989) a pBluescript-SK (Stratagene), byla popsana v publikaci z roku
2001 (Smabhel et al., 2001).

pBSC Sige7TGGGLAMP

Tento plazmid, ktery byl pouzit jako DNA vakcina pfi testovani vlivu sekrecni
formy vCCI na navozeni HPV E7 specifické CTL bez pfitomnosti virové infekce, vznikl
vlozenim genu SIg/E7/LAMP-1 do Xhol mista pBSC. Konstrukce byla popsana v roce
2001 (Smabhel et al., 2001).

pGM-CSF-N1

Plazmid pGM-CSF-N1, ktery byl pouzit pro piipravu rekombinant exprimujicich
GM-CSF, vznikl zaklonovanim genu GM-CSF do pJp plazmidu za 7,5k promotor. Pomoci
tohoto plazmidu byl 550 pb fragment s cDNA pro mysi GM-CSF vlozen do genu pro
thymidin kinazu (TK) VACV.

pBSC/E7TGGG.GUS

Plazmid pBSC/E7GGG.GUS byl pouzit jako DNA vakcina obsahujici E7 protein
HPV16 s tremi bodovymi mutacemi ve vazebném misté pro pRb, ktery byl fuzovan
s genem pro B-glukuroniddzu E.coli (GUS). Konstrukce tohoto plazmidu byla popséna
v publikaci z roku 2004 (Smabhel et al., 2004). Gen pro B-glukuronidazu E.coli je pouzivan
jako reportérovy gen pii experimentech s rostlinnymi bunkami. Koduje enzym, ktery je
velmi stabilni a detekce jeho aktivity slouzi pro zjisténi urovné exprese transgeni. Po fuzi
tohoto genu s epitopy zvifecich vird byla pozorovana jejich vysoka imunogennost. Ve
srovnani s fiznim genem SigE7GGGLAMP byla pfi DNA imunizaci zjiSténa vyssi

imunogennost tohoto genu.

pBlues WT1

Plazmid pBlues WT1, exprimujici mys$i gen WTI, byl v pribéhu konstrukce
plazmidu pBK-CMVsWT1 pouzit jako templat pro pomnozeni zkracené formy WT1 genu
metodou PCR. Tento plazmid byl vytvofen z plazmidu CMV-WT1, ktery nam poskytl
Jerry Pelletier (Kanada), ligaci 1500bp velkého fragmentu vzniklého §t€penim CMV-WT1

enzymem Sau3Al(= Bsp143l) do plazmidu Bluescript nastépené¢ho enzymem BamHI.
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pBK-CMV

Plazmid pBK-CMV je expresni vektor, vytvofeny z plazmidu pUC. Umoziuje
expresi jak v prokaryotickych systémech, kde je fizena Lac promotorem, tak
v eukaryotickych systémech, kde je pod kontrolou okamzité ¢asného CMV promotoru. Ke
klonalni selekci stabiln¢ transfekovanych eukaryotickych bunék je pouzito antibiotikum
G418 diky ptitomnosti genu pro rezistenci na neomycin/kanamycin pod kontrolou SV40

¢asného promotoru a termina¢niho transkripéniho a polyadenyla¢niho signalu TK.

LMVmWT1
Plazmid LMVmWT]1, ktery obsahuje gen pro mysi WT1 nam laskavé poskytnul
M. Murakami (Osaka).

3.12 Bakterie

Escherichia coli XL1-Blue: supE44 hsd R17 recAl endAl gyrA46 thi relAl lac-F”’
[proAB+lacqlac ZAM15Tn10(tetr)]

3.13 Bunécné linie
CVv-1 Buniky odvozena od fibroblastl z ledvin ko¢kodana zeleného.

CEF Primarni fibroblasty z kufecich embryi, které byly pouzity pro pomnozeni
viru MVA, byly kultivovany v médiu E 199 (Sevapharma) s 10%

prekolostralniho teleciho séra.

RAT-2 Bunéc¢na linie postradajici thimidin kinazu odvozend z krysich emryonalnich
fibroblasti.
BSC40 Buné¢na linie odvozena od fibroblastl z ledvin kockodana zeleného adaptovana

na rast pti 40°C (Brockman & Nathans, 1974). Rekombinantni VACV
pomnozeny pied naslednou purifikaci pomoci sachar6zového gradientu.

293T Bunééna linie odvozena od lidskych ledvinnych epitelidlnich 42 bunék,
transformovana adenovirovym genem E1A a LT viru SV-40.

TC-1 Bunééna linie odvozena z primarnich plicnich epitelidlnich bun¢k mysi
C57BL/6 transformovanych proteiny HPV16 E6, E7 a aktivovanym
onkogenem ras (Lin et al., 1996). Bunky byly poskytnuty Dr. T. C. Wu

Z Baltimoru.
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TC-1/A9  Bunky charakterizované nizsi expresi MHCI byly pouzity pro experimentalni
terapii kombinujici DNA vakcinaci s lokalnim podanim MVA exprimujiciho
GM-CSF do nadoru. Byly vytvoteny z TC-1 bun€k v mySich imunizovanych
proti E7 onkoproteinu biobalistickou metodou ,,gene gun“ (Smahel et al.,
2003).

3.14 Pokusna zvirata

Mysi kmene: C57BI/6; stati 6 tydnt (Charles River, Némecko)

3.15 Viry

Virus vakcinie, kmen Praha, klon 13 (P13)
Vakcinia virus klon P13 byl izolovan z vakciny Sevac VARIE (kmen Praha).

Virus vakcinie, kmen Lister (LIVP)
Virus vakcinie, kmen Lister (LIVP) byl ziskan od Dr. Cernose z Moskvy. Viry byly
pomnozeny na bunkdch BSC40, purifikovany centrifikaci pfes sachar6zovy gradient a

titrovany na CV-1 bunkach.

Virus MVA - modifikovana vakcinie Ankara

Virus MVA je vysoce atenuovany virus neschopny replikace ve vét§iné savcich
bunék. Byl vytvofen v Némecku v 50. letech 20. stoleti opakovanym pasdzovanim (vice
nez 570krat) chorioalantoidniho VACYV viru Ankara (CVA), ktery byl v Turecku pouzivan
jako vakcina proti pravym neStovicim, na kufecich fibroblastech (CEF). U vétSiny bunék
probiha po infekci MVA Ccasnd, intermedidlni a pozdni exprese bez tvorby viriont.
Rekombinantni viry vakcinie na bazi kmene MVA byly ptipraveny z MV A klonu 2, ktery
byl izolovan plakovou purifikaci v nasi laboratofi z rodi¢ovského MV A. Ten byl ziskan od

W. Altenburgera (Basilej).

P13-E7GGG
Rekombinantni virus P13-E7GGG obsahuje gen modifikované¢ho E7 proteinu, ktery

je vlozen do TK genu pod kontrolou ¢asné-pozdniho promotoru HS.

P13-preS2S
P13-A35K-preS2S je rekombinantni VACV P13 exprimujici modelovy antigen

preS2S z HBV. Virus ma soucasné deleci 35K gen. Byl vytvoren jako jako kontrolni virus.
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P13-GM-CSF a MVA-GM-CSF

P13-GM-CSF a MVA-GM-CSF jsou rekombinantni VACV kmene Praha 13 a
MVA, které obsahuji gen pro GM-CSF vlozeny do genu TK VACV. K jejich ptipravé byl
pouzit plazmid pGM-CSF-N1 (viz. 3.11). Selekce TK- virt byla provadéna na buiikach
RAT-2 v ptitomnosti BUdR. Rekombinantni viry byly odliSeny od spontannich TK- mutant
produkci vlozeného proteinu (ELISA).

MVA-SIigE7TLAMP

Virus vakcinie MVA obsahujici fuzni gen SigE7LAMP pod kontrolou casn¢-
pozdniho promotoru 7,5 vloZeny do lokusu F7L byl vytvofen homologni rekombinaci
s plazmidem pVS34 (Mackova et al., 2004). Rekombinace a nasledna selekce rekombinant
byly provedeny podle standardnich postupti. Rekombinantni viry s genem pro GPT byly
selektovany a dvakrat plakove purifikovany pod selekénim tlakem kyseliny mykofenolové,
xantinu a hypoxantinu (viz. 3.16.3.3). Poté byla provedena dvojita plakova purifikace bez
selekéniho tlaku, ktera vedla k vytvoteni GPT- fenotypu. Viry obsahujici fuzni gen
SigE7LAMP byly detekovany pomoci PCR.

MVA-SigE7LAMP-GM-CSF
K pfipravé dvojité rekombinanty MVA-SIgE7LAMP-GM-CSF byl pouzit virus
MVA-SIgE7LAMP jako rodic¢ovsky, u n€hoz byl do genu pro TK vloZzen gen pro GM-CSF.

3.16 Metody
3.16.1 Prace s DNA

Zakladni metody prace s DNA zahrnujici pfipravu a transformaci kompetentnich
bakterii, pfipravu konzerv transformovanych bakterii, izolaci plazmidové DNA, cisténi
plazmidové DNA v CsCl gradientu, ethanolové sraZeni, Stépeni DNA restrikénimi enzymy,
pouziti DNA modifikujicich enzymii (T4 DNA polymeraza, teleci alkalickd fosfataza)
elektroforézu v agar6zovém gelu a ligace DNA fragmentd jsme provadéli, pokud neni
uvedeno jinak, podle manualu ,,Molecular Cloning: A laboratory manual (Third Edition)*
(Joseph Sambrook et al., 2000) a ,,Current Protocols in Molecular Biology* (Frederick
M.Ausubel, 2004).

3.16.1.1 Izolace DNA z gelu pomoci Lego kitu (Top-Bio)
Z gelu ptipraveného z GTG nizkotajici agardzy jsme vytizli prouzek obsahujici
pozadovanou DNA. Pii jeji nasledné izolaci jsme postupovali podle navodu, ktery je

soucasti soupravy DNA Lego kit (Top-Bio).
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3.16.1.2 Cisténi plazmidové DNA polyethylenglykolem

K 50ul DNA ziskané minipreparaci jsme ptidali 8 ul 4M roztoku NaCl a 40ul
13%-niho roztoku PEG 8000. Smés jsme inkubovali na ledu 20 - 30 min. Poté jsme ji
centrifugovali 15 min. pti 14000 g a 4°C. Vznikly prahledny pelet jsme oplachli 500 pl
70% etanolu, kratce stoCili a nechali schnout na vzduchu. Vyschly pelet jsme sterilné

rozpustili ve 20-30 ul vody.

3.16.1.3 Ligace rychloliga¢nim Kkitem

Vektor a insert jsme rozpustili v dilu¢nim DNA pufru v celkovém objemu 10ul
smési (celkovy obsah ligované DNA nepiekrocil 200ng, maximalni mnozstvi vektoru bylo
50ng). Poméry molarnich mnozstvi vektoru vuci insertu byly zvoleny dle velikosti
ligovanych fragmentt 1:1, 1:3 az 1:5. Nasledn¢ jsme ke smési pfidali 10ul T4 DNA
ligatniho pufru a 1ul T4 DNA ligdzy. Ligacni reakce probihala 5 minut pfi pokojové
teploté. Ligaza byla nasledné inaktivovana inkubaci pii 65°C po dobu 10 minut. Po

elektroforetické analyze jsme 1ul ligacni smési pouzili k transformaci bakterii.

3.16.1.4 PCR detekce rekombinant

PCR smés ptipravena v celkovém objemu 10 pl obsahovala:

1 ul 10x Taq polymeraza pufr
3 pmol primer
3 pmol IGFBP3/left
200 pmol roztok DTP
0,3 ul Taq polymeraza
1 ul izolovana DNA
Smés byla umisténa do cykleru, ve kterém probihala PCR reakce za téchto

podminek:

1) 94°C 3 min.
2) 50°C 30s
3) 72°C 1 min.
4) 94°C 30s
5) 50°C 30s
6) 72°C 1 min.
7) 72°C 10 min.

8) 4°C do umisténi na ledu
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Kroky 4 az 6 se 30x opakovaly. Produkty PCR jsme poté analyzovali agar6zovou

elektroforézou.

3.16.1.5 Sekvenovani pomoci kitu Big DyeTM Terminator 3.1

Pro sekvenovani 35K genu z viru vakcinie Praha 13 vloZeného do plazmidu pCR4
BLUNT-TOPO jsme pouziliy primery, které jsou soucasti kitu — v pfipadé terminalnich
¢asti genu se jednalo o primery T3, T7, M13. Centralni ¢ast genu jsme sekvenovali pomoci
primer 35K-intr-1 a 35K-intr-2 nalezenych programem Vector MTI-suite. Vlozeni
signalni sekvence do plazmidu pD357-Rev jsme zjist'ovali pomoci primeru SigC35-sekv.
Spravnost sekvence vCCI jsme béhem konstrukce expresniho plazmidu pBSC-vCCl
kontrolovali sekvenovanim pomoci primerd pBSC reverse, forward a 35K-intr-1 a
35K—intr-2. K sekvenovani jsme pouzili kit Big DyeTM Terminator v3.1. Jednotlivé
vzorky jsme pripravili podle protokolu, ktery je soucasti tohoto kitu. Vznikl¢ fragmenty
jsme analyzovali na automatickém sekvenacnim pfiistroji ABI 310 a ziskané udaje jsme
vyhodnotili pomoci programu Chromas 1.5 a programy, které jsou dostupné na

internetovych strankach http://justbio.com a http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cqi.

3.16.1.6 Transfekce kalciumfosfatovou precipitaci
Na Petriho misky jsme nasadili 5 ml suspenze bunék 293T o koncentraci 2.106.
Buiiky jsme nechali nartist do 60-70%-ni konfluence pro optimalni G¢innost transfekce a
vytézek. Smichali jsme 6pg DNA s 20ul CaCl, a doplnili vodou do celkového objemu
200ul. Vzniklou smés jsme pomalu piikapavali k 200ul 2x koncentrovaného HeBs a
nechali 1 minutu precipitovat pii pokojoveé teploté. Nasledné jsme roztok nakapali do
média na builkky. Druhy den jsme vymeénili médium za Cerstvé. Po 48 hodinach

jsme detekovali produkci proteinu transfekovanymi bunikami.

3.16.1.7 Transfekce elektroporaci

Elektroporaci jsme provedli pomoci ptistroje Gene Pulser Electroporation system
(Bio-Rad, Hercules, CA). Pted elektroporaci byl plazmid pBK-CMV/WT1-321 enzymem
Alw441. Buiiky (5 x 10°) resuspendované v 500 pl elektropora¢niho pufru jsme umistili do
kyvety o svétlosti 0,4 cm (Bio - Rad, Hercules, CA) a ptidali jsme 15 pg plazmidové DNA.
Poté jsme je vystavili elektrickému pulzu 250V, 975 uF pii pokojové teploté. 10 minut
jsme je ponechali v elektropora¢nim pufru a nasledné jsme je pienesli do Petriho misek se
4 ml kultivaéniho média. Po 48 hodinach kultivace jsme bunky zcentrifugovali a

resuspendovali v selekénim médiu s neomycinem. Abychom optimalizovali postup,
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modifikovali jsme postupné experimentalni podminky s pouzitim plazmidu
pTR-UF2 s genem pro GFP. Buiky transfekované pTR-UF2 jsme 24 hodin po
elektroporaci prohlédli ve fluorescenénim mikroskopu. Uginnost transfekce jsme uréili
analyzou exprese GFP pomoci pritokové cytometrie na piistroji Flow Cytometer EPICS
XL (Beckman Coulter, Inc., Fullerton, CA).

3.16.2 Prace s buitkkami

3.16.2.1 Kultivace a pasazovani bunék

Pt1 kultivaci a pasazovani bunék jsme postupovali podle manuélu ,, Culture of animal
cells ” (R lan Freshney, 2005). Buniky CV-1 jsme nejdiive kultivovali v médiu R4, pozdé&ji
jsme piesli na kultivaci v médiu E-MEM. Buiikky BSC40 byly kultivovany v médiu D10,
bunky 293T v médiu D10, buiiky RAT-2 v médiu R3.

3.16.2.2 Zmrazovani bunék a rozmrazovani bunék
Zmrazovani a rozmrazovani bun¢k jsme provadéli opét podle manudlu ,, Culture of

animal cells ” (R lan Freshney, 2005).

3.16.3 Prace s viry

Viry jsme péstovali na buitkkach CV-1 a BSC-40. Rekombinaci, selekci a plakovou
titraci jsme provadéli podle standardnich postupt (Mackett et al., 1984; Paoletti et al.,
1984; Perkus et al., 1986).

3.16.3.1 Rekombinace do viru vakcinie

Pfi rekombinaci jsme pouzili kalcium-fosfatovou precipitaci, pti které jsme 25ug
plazmidové DNA ¢isténé CsCl gradientem v 50ul H,O smichali se 175 pl 2xHeBS. 175ul
virového roztoku (0,1 ml viru, titr nejméné 2x10" PFU/mI, 0.7 ml H,O, 88,8 ul
2,5M CaCl, ) jsme poté prikapavali za stalého protiepavani k roztoku plazmidové DNA
v HeBs. Nasledovalo 30 minut stani pii pokojové teploté. Poté jsme k smési ptidali 0,35 ml
média EPL a pouzili ji k infikovani bun¢k. Po 48 hodinach jsme infikované buiky 3x
zmrazili a rozmrazili, zbytky bun€k jsme odstranili centrifugaci (400g, 4°C, 10 min.), v
ziskaném supernatantu jsme detekovali rekombinantni viry. Ty jsme nasledné plakové
purifikovali s pouzitim riznych metod selekce rekombinant, které jsou popsany
v nasledujicich kapitolach a charakterizovali dalSimi metodami (restrikéni analyza,

produkce proteinu testem ELISA nebo western blot).
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3.16.3.2 Selekce rekombinant barvenim pri expresi p-galaktosidasy
Rekombinanty s deleci vCCI exprimujici f-galaktosidasu (B-gal) Escherichia coli
jsme odlisili vizudlné jako modré plaky po obarveni chromogennim substratem
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-galactosidase (X-gal), ktery je pfeménén pusobenim p-gal
na tmavé modrou barvu. Dvojité deleéni mutanty s [-gal v obou lokusech
C23L/B29R jsme ziskali opakovanou plakovou purifikaci az do ziskdni homogenni

populace tvofici po obarveni X-galem pouze modré plaky.

3.16.3.3 Selekce rekombinant diky expresi Ecogpt (transient dominantni selekce)
Selekci rekombinant diky expresi Ecogpt jsme pouzitli pti piipravé revertnich vird
RevP13-AvCCI-E7GGG, kde byl gen pro vCCI zpétn€ vlozen v tandemu spolecné s genem
pro guanin fosforibosyl transferazu (GPT). Rekombinanty jsme nejdiive selektovali a
dvakrat plakové purifikovali na bunikdch CV-1 v pfitomnosti kyseliny mykofenolové
25pg/ml, xantinu 250ug/ml a hypoxantinu 14pg/ml. Poté jsme je pomnozili a dvakrat
plakové purifikovali jiz bez selek¢niho tlaku GPT, aby zviru s pfechodnym stavem
genomu po jednoduchém crossing-overu vznikl rodicovsky virus (zde P13-AvCClI-
E7GGG) a pozadovany revertni virus, ktery vznikl dvojitym crossing-overem. Konecny
virus jsme nakonec vybrali metodou polymerazové tfetézové reakce (PCR) z virQ, které
tvorily homogenni populaci bilych plakt pii barveni X-Galem na piitomnost genu Lac-Z a

nerostly za selekéniho tlaku GPT.

3.16.3.4 Selekce rekombinant jako TK negativniho viru

Tuto metodu, ktera je zaloZena na inzerci ciziho genu do TK- lokusu VACV, jsme
pouzili pro pfipravu viri P13-GM-CSF, MVA-GM-CSF a MVA-Sige7LAMP-GM-SCF.
TK- rekombinanty jsme selektovali plakovou purifikaci na TK- negativnich buiikdch
RAT-2 s pouzitim 5-bromodeoxyuridinu (BudR). Rekombinantni viry jsme odlisili od
spontannich TK- mutant produkci vloZzeného proteinu, kterou jsme analyzovali metodou
ELISA.

3.16.3.5 PomnozZeni viru — zasobni virova suspenze

PIn¢ narostlé bunky CV-1 nebo BSC40 na plastové lahviéce o plose 175 cm2 jsme
infikovali materialem z 1 mikrozkumavky. Po 1 hodin¢ adsorpce jsme buiky ptelili 50 ml
média D10 a umistili do CO, inkubatoru. Druhy den, kdy cytopaticky efekt dosahoval
zhruba 50%, jsme z bungk slili 20 ml média a bunky jsme kultivovali jesté 1 den. Zbylé
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bunky jsme Skrabkou uvolnili do média, které jsme centrifugovali 10 min. p#i 300 g
a 4°C. Sediment jsme resuspendovali v 10 ml supernatantu a na ledu sonikovali. Ziskany
material jsme poté centrifugovali pti 780 g a 4°C po dobu 20 min. Supernatant (tzv. rychly
koncentrat) jsme rozplnili do mikrozkumavek po 1 ml a ulozili na -70°C. Pied dalSim
pouzitim jsme zjistili titru viru.
3.16.3.6 Sonikace viru

Suspenzi viru jsme sonikovali na ledu 3 x 1 min. na stupen 6 se 30s pfestavkami

pro ochlazeni vzorku. Rozsonikovany virus jsme natedili a pouzili pro infekci.

3.16.3.7 lzolace DNA pro detekci rekominant pomoci PCR

Kulturu CV-1 bungk narostlych do 80% konfluence, které byly nasazené den
pfedem na 24 jamkovy panylek, jsme infikovali 0,1 ml virové suspenze na jamku. Po jedné
hodin¢ v inkubatoru jsme piidali 0,9 ml média a panylky jsme umistili do inkubatoru na 24
hodin. Pokud byl po této dobé patrny cytopaticky efekt (CPE), odsali jsme médium a
buniky jsme jedenkrat oplachli 1ml studené¢ho PBS. Poté jsme ptidali 0,5 ml lyzovaciho
roztoku s proteinazou K. Panylky jsme ponechali v inkubatoru nejméné 4 hodiny.

Lyzat jsme odsali do mikrozkumavek a inkubovali 10 minut pfi teploté 90°C, aby
doslo kinaktivaci proteinazy K. Nasledné¢ jsme ptidali 0,5 ml fenol-chloroform-
isoamylalkoholu (25:24:1), mikrozkumavky 15 sekund vortexovali a nasledné
centrifugovali 3 minuty pfi otackach 12000 ot./min. a 24°C. Horni fazi jsme precipitovali
etanolem (50ul 3M octanu sodného, pH 5,2 + Iml ledového absolut etanolu) pti -20°C
jednu hodinu. Poté jsme ji centrifugovali 30 minut pii otackach 12000 ot./min. a 4°C. Pelet
jsme resuspendovali v ledovém 70% etanolu a opét centrifugovali 30 min. pfi otackach
120000t./min. a 4°C. Kone¢ny pelet jsme susili 30 minut pii 20°C, resuspendovali v 30ul
H20 a zmrazili pti -20°C.

3.16.3.8 Izolace virové DNA z bunék infikovanych VACYV pro piipravu genu vCCI
Konfluentni bunécnou kulturu jsme po infekci VACV pti MOI 0,1 prelili 30-35ml
média na jednu Roux lahev. Médium jsme ponechali do tplného cytopatického efektu a
kulturu jsme nasledné zmrazili. Po rozmrazeni jsme ji pohybem ledové tfisté odstranili ze
stén ldhve. Veskery obsah jsme centrifugovali 20 minut pti 2000 ot./min. a pii 4°C. Pelet
jsme resuspendovali v 500ul supernatantu a pienesli do mikrozkumavky. V ni jsme jej
sonikovali 3krat po jedné minuté pii odchylce 6um za soucasného chlazeni v ledové vodni
lazni. Po sonikaci jsme pelet spojili se zbytkem supernatantu, kterym byla mikrozkumavka

vyplachnuta. Virovou suspenzi jsme klarifikovali (centrifugace 20 minut pii 2000 ot./min.
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a 4°C), abychom odstranili bunéénou drt’. Supernatant, ktery obsahoval virus, jsme
centrifugovali v rotoru SW 27-28 60minut pii 20000 ot./min. a 4°C. Pelet jsme
resuspendovali ve 450ul reakéniho pufru (60 mM KCI, 15 mM NaCl, 20 mM TRIS/HCI, 2
mM CaCl,, pH 7.8). Poté jsme k nému pfidali 1ul zasobniho roztoku mikrokokalni
nukleazy, ktery byl pfipraveny z lyofilizovaného prasku rozpusténého v pufru (50mM
TRIS/HCI, pH 7.9, ImM NaCl, 1 mM EDTA, 500uM dithiothreitol — DTT, 0.1%
Nonident P-NP-40, 50% glycerol). Smés jsme inkubovali pies noc pii 37°C. Reakci jsme
zastavili ptidanim 200ul 0,5 M EDTA a nasledné material centrifugovali 60 minut pfi
15000 ot./min. a 4°C. Sediment jsme resuspendovali ve 400ul TNE. Virovou DNA jsme
extrahovali pfidanim 50ul 5%niho lauroylsarkosinatu a 10ul roztoku proteasy K (1mg/ml)
(poté nebylo se smési tiepano nebo vortexovano). Smes jsme inkubovali hodinu pti 37°C,
pak jsme provedli troji extrakci fenol-chloroformovou smési a jednu extrakci
chloroformem s isoamylalkoholem (v poméru 24:1). V prubéhu kazdé extrakce jsme
material cca 20-30 minut michali na laboratornim rolleru a nasledné centrifugovali 10
minut pii 13000 ot./min. a 18°C. Po extrakci jsme k vyc¢isténé vodné fazi pridali desetinu
jejiho objemu 5M octanu amonného a 2,5 nasobek 96% etanolu. Smés byla 30 minut
michéna a ptes noc precipitovana na -20°C. SraZeninu jsme po odstranéni etanolu pfes noc

rozpustiliv 10-15ul TE.

3.16.3.9 Stanoveni DNA viru vakcinie v mySich ovariich pomoci Q-PCR

Po i.p. podéni viru jsme mysi po aplikaci inhalacni anestezie (Narcotan, Léciva
Praha) usmrtili a odebrali z nich ovaria, oplachli je v PBS a homogenizovali v 0.4ml PBS
pomoci tkanového homogenizatoru Omni TH-220. Dale jsme z nich extrahovali DNA
pomoci DNeasy Tissue Kitu podle protokolu ,Purification of Total DNA from Animal
Tissue“, ktery je soucasti kitu. Pro odstranéni kontaminace RNA jsme DNA vzorky
inkubovali 2 minuty se 4ul RNasy A. Real-time kvantitativni PCR jsme provedli s 2ul
celkové DNA v reakénim objemu 20ul, 0.2mM dNTP, SmM MgCl2, forward primerem
5-TTG GCA ATA GTC CGT GTA ATC — 3" (300 nM), reverse primerem 5'- ATACTT
AAT CAT GTC GCC GAC - 3" (300 nM), a Tagman sondou 5- CCA GTA ACA CGA
GCT GGT GCT TGC TAG - 3" BHQ1-FAM (250 nM). Reakce byla vyhodnocena pomoci
zafizeni real-time quantitative PCR Rotorgene 3000. Pro vytvoieni standardni kiivky a
ur¢eni mnozstvi virové DNA jsme pouzili plazmid obsahujici amplifikovany fragment.
Mnozstvi virové DNA bylo normalizovano s celkovym mnozstvim DNA v kazdém vzorku.

Detekénim limitem bylo 7 kopii na 100ng celkové DNA.
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3.16.4 Prace s proteiny

3.16.4.1 Priprava vzorki pro SDS-PAGE

V prubéhu nasi prace jsme analyzovali proteiny v transfekovanych ¢i infikovanych
bunkach a v médiich, které byly kondiciovany proteiny produkovanymi buitkami po
infikovani viry. Pfi ptipravé vzorkl z transfekovanych bunék jsme nejdiive odsali médium,
bunky jsme oplachli 5 ml vychlazeného PBS a zcentrifugovali pii 300 g po dobu 5 min. a
4°C. Nasledné jsme pelet bunék znovu oplachli 5 ml PBS a stocili. Promyté buiiky jsme
resuspendovali ve 40 ul NP40 lyzovaciho pufru. Smés jsme umistili 10 min. na led, a
vznikly lyzat jsme centrifugovali 2 min. pfi 12000 g. Poté jsme z n¢ho odebrali 40 pl,
k nimz jsme ptidali 10 ul Laemmliho pufru a nechali 5 min. povafit. Poté jsme vzorky
nanasli na SDS-PAGE nebo uschovali na -20°C.

Pti ptipraveé vzorka obsahujicich secernované virové proteiny jsme nejdiive CV-1
bunky infikovali VACV pii MOI 3 (Multiplicity of Infection). Po dvou hodindch jsme
kultiva¢ni médium vyménili za RPMI médium bez séra. Po dvaceti hodindch jsme odebrali
supernatanty, ptidali k nému koktejl inhibitort prote4dz (Sigma. Aldrich, Steinheim,

Némecko) a po klarifikaci jej zakoncentrovali pomoci centrifugace v Amicon
Ultracell-10k (Millipore). Vznikly koncentrat jsme smichali s Laemmliho pufrem
obsahujicim 2-merkaptoetanol a zahtali na Smin. pii 95°C. Zbylé bunky jsme dvakrat
oplachli PBS a resuspendovali v PBS, ktery obsahoval koktejl inhibitorti proteaz. Bunky
jsme rovnéz lyzovali Laemmliho pufrem obsahujicim 2-merkaptoetanol a nasledné zahtali
na 5 min. na 95°C. Proteiny byly poté separovany pomoci SDS-PAGE 15%-ni gelové

elektroforézy a preneseny na nitroceluldzovou membranu Hybond-C Extra.

3.16.4.2 SraZeni proteini acetonem

Médium z transfekovanych bun€k jsme pifenesli do mikrozkumavek a
centrifugovali pii 300 g 5 min. a 4°C pro odstranéni bunék. Nasledné jsme 1 ml média
vysrazeli inkubaci s 1 ml acetonu po dobu 15 min. pii -20°C. Smés jsme centrifugovali pfi
12000 g po dobu 5 min. Vznikly pelet jsme rozpustili v 80 ul NP40 pufru a k roztoku jsme

piidali 20 pl Laemmliho pufru. Smés jsme poté 5 min. povafili.

3.16.4.3 SDS-PAGE
Proteiny jsme separovali na SDS polyakrylamidové gelové elektroforéze podle
Laemmliho, jak je popsano v Current Protocols in Molecular Biology (Frederick

M.Ausubel, 2004), za redukénich podminek (Laemmliho vzorkovy pufr s 5%
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B-merkaptoethanolem) (Laemmli, 1970). Velikost proteind jsme uréili porovnanim

se standardy (prestained Protein Marker, Broad Range).

3.16.4.4 Western blot

Proteiny rozdélené na SDS polyakrylamidové gelové elektroforéze v 15%-nim
gelu za redukénich podminek (Laemmli, 1970) jsme -elektroforeticky pienesli na
nitrocelul6zovou memranu Hybond-C Extra. Poté jsme je imunologicky detekovali pomoci
odpovidajicich primarnich (detekénich) a sekundarnich protilatek (Protein Methods, 2nd
Edition, Bollag, Rozycki, Edelstein).

V piipadé detekce vCCI jsme nitrocelulozovou memranu s prenesenymi vzorky po
jednohodinové preinkubaci s 10%-nim odstiedénym mlékem v PBS inkubovali pfes noc
pfi 4°C s mySim antisérem proti vCCI nafedénym 1:50 v 5%-nim mléku v PBS. Po
oplachnuti jsme membranu inkubovali se sekundarni krali¢i antimySi IgG protilatkou
konjugovanou s kienovou peroxidazou nafedénou 1:4000 (Sigma-Aldrich, Steinheim,

Némecko). Proteiny byly vizualizovany pomoci ECL Plus systému (Amersham).

3.16.4.5 Pokus se sitovacim ¢inidlem

Cilem pokusu bylo testovani biologické activity vCCI, konkrétné jeho schopnosti
vazat chemokin MIP1-a (Alcami, 1998). Supernatanty z infikovanych CV-1 bun¢k jsme
ptipravili stejnou metodou jako vzorky pro Western blot. Pro kazdou reakci bylo pouzito
5ul koncentrovaného supernatantu v 25ul vazebného roztoku (RPMI 1640, 20mM HEPES
pH 7.4, 0.1% BSA) odpovidajici 20000 bunkam, 0,4nM lidského rekombinantniho
MIP 1-0, ktery byl znageny radioaktivnim *2°1 (2000Ci/mmol) a 40mM sitovaciho &inidla
1-ethyl-3(3-dimethyl-aminopropyl)-carbodiimide (EDC), které byly doplnény vazebnym
rotokem do celkového objemu 25ul. Vzorky byly analyzovany pomoci SDS-PAGE s
12%-nim gelem. Gel byl vyhodnocen ptistrojem Phosphorimager (Fuji, Cypress, CA).

3.16.4.6 ELISA

Test ELISA byl pouzit pro zméfeni hladiny chemokind v séru pomoci komeréniho
kitu Multi-Analyte ELISArray kit podle uZivatelského manualu vyrobce. Testem ELISA
byly také zméfeny hladiny specifickych anti-VACV IgG; protilatek v séru mysi proti
vytvofenym rekombinantam P13-AvCCI, P13-Sig-vCClI, P13-revl, jak bylo popsano diive
(Hamsikova et al., 1990).
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3.16.5 Pokusy in vivo
Sestitydenni mysi samice C57B1/67 (H-2° byly ziskany z Charles River, Némecko,
a drzeny v Statnim zdravotnim ustavu Praha za standardnich podminek. Experimenty jsme
provadéli podle Zakona ¢. 246/92 Sb. a Zakona €. 77/2004 Sb., na ochranu zvitat
proti tyrani a Vyhlasky ¢. 311/97 Ministerstva zdravotnictvi CR, tykajici se zachazeni

s experimentalnimi zvifaty.

3.16.5.1 Indukce nadoru

Pro zjisténi vlivu imunizace na navozeni protinddorového efektu pii preventivnim
uspotadani pokusu byla mySim intraperitonedlné¢ podana davka 3x10° PFU rVACV s
riznymi formami genu vCCIl. Po 14 dnech byly myS$im podany subkutdnné na zada
nadorové buitky TC-1 v davece 3x10%. P terapeutickém uspofadani pokusu byly nejprve
aplikovany mysim subkutanné nadorové buitky TC-1 v davce 3x10*. Nasledujici den byly
mysim intraperitorialng injikovany rekominantni VACV v davce 3x10° PFU.

Rist nadoru byl méfen v tydennich intervalech. Pokud mély myS$i nddory mensi
nez 4 mm2, byly povazovany za negativni. Pfesahnul-1i nddor velikost 1,5 cm2, byla my$
narkotizovana a usmrcena. Po usmrceni celé kontrolni skupiny byl pokus ukoncen a

vSechny zbylé mySi byly rovnéz narkotizovany a usmrceny. Rozdily mezi
rustovymi kfivkami byly analyzovany pomoci testu TWO WAY ANOVA s vyuzitim
Prism 3.0 softwaru (GraphPad Software Inc., San Diego, USA).

3.16.5.2 Imunizace viry
MySim jsme intraperitonealné injikovali 0,5ml nebo intramuskularné¢ 0,Iml PBS

obsahujici rozsonikovanou suspenzi rVACV.

3.16.5.3 DNA imunizace

Mysi jsme imunizovali ve dvoutydennich intervalech tfemi davkami plazmidové
DNA navazané na zlaté partikule o vaze 0,5mg a priméru Ium. Vakciny byly vpraveny
intradermalné (po oholeni) do bfisni oblasti pomoci biobalistické metody ,,gene gun*

doporucené vyrobcem.

3.16.5.4 Intratumoralni injekce MVA-GM-CSF

Laboratornim mysim jsme podali nadorové buiiky v mnozstvi 3x10* subkutanné na
zada. Rekombinantni viry P13-GM-CSF v davce 10° PFU nebo MVA-GM-CSF v davce
10° PFU byly podany pomoci inzulinky v objemu 20ul PBS. Pokud nebyl nador v dobg
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podani viru hmatny, byl virus aplikovan subkutdnné do mista ptivodniho podani

nadorovych buné¢k.

3.16.5.5 Tvorba a nasledna lécba minimalni rezidualni choroby
Mysim jsme podali nadorové buiiky TC-1/A9 subkutanné v mnozstvi 6x10%.
Nadory jsme chirurgicky odstranili v okamziku, kdy dosahly velikosti cca 8 az 12mm
V primeéru, coz bylo piiblizn¢ 14 dni po podani. Tim jsme vytvofili model minimalni
rezidualni choroby. Nésledné jsme mysim aplikovali dvé davky DNA vakciny 18. a
25. den po podani nadoru. Do mista nadoru jsme zdrovenn subkutdnné podali virus

MVA-GM-CSF.

3.16.5.6 1Izolace bunék nadori pro analyzu pritokovou cytometrii
Nédory jsme rozstiihali na kousky, které jsme dvakrat omyli PBS a poté dvakrat 15
minut trypsinizovali. V ptipad¢ analyzy bunék infiltrujicich naddor jsme vsechny bunky
ziskané z nadorové tkan¢ shromazdili, promyli a nasledné obarvili protilatkami. Pfi
piipravé nadorovych bunék pro detekci exprese MHC I jsme prvni frakci bun€k ziskanych
trypsinizaci vytadili a nasledujici dvé frakce jsme spojili a kultivovali pfes noc v médiu
D-MEM. Nasledujici den jsme builky opét trypsinizovali, obarvili specifickymi

protilatkami a analyzovali pomoci cytometru Coulter-Epics XL (Beckman Instruments).

3.16.5.7 Testovani bunééné imunity

Dvanact dni po posledni imunizaci jsme z my$i odebrali sleziny a odpovéd’ IFN-y
produkujicich bun¢k jsme zhodnotili testem ELISPOT IFN-y po Sestidenni in vitro
restimulaci s H-2Db specifickym peptidem HPV16 E7(49-57) (RAHYNIVTF).

ELISPOT jsme provedli nasledujicim zptisobem. DevadesatiSesti jamkova desticka
MAHA 45 (Milipore) byla pfes noc za pokojové teploty potazena 50uL (konc. Sug/ml)
antimy$i IFN-y monoklondlni protilaitkou R4-6A2 (Pharmingen) nebo antimysi IL-4
monoklonalni protilitkou BVD4-1D11 v 0.1M Na-fosfatovém pufru (pH 9.0). Jamky
pokryté protilatkami jsme 4x promyli PBS a blokovali 10%nim fetdlnim bovinnim sérem
vV RPMI 1640 jednu hodinu pifi pokojové teploté. Poté jsme ptidali 100ul in vitro
restimulovanych splenocytd v kultivaénim médiu a inkubovali 20 hodin pii 37°C v 5%
CO; s ptidanym peptidem nebo bez peptidu. Desticky jsme poté tiikrat promyli PBS a
ttikrat PBS obsahujicim 0,05% Tween 20. Nasledovala inkubace ptes noc pii 4°C s 50uL
(konc. 2pg/ml) biotinylované antimysi IFN-y monoklondlni protilatky XMG 1.2 nebo s
50uL (konc. 2ug/ml) biotinylované antimysi IL-4 monoklonalni protilatky BVD6-2462 v
PBS. Desticky jsme promyli PBS s 0.05% Tween 20. Dale jsme ptidali konjugat Avidin-
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kienova peroxiddza nafedény 1:1000 v PBS a 0.05% Tween 20 na tfi hodiny pfii
37°C. Po oplachnuti desti¢ek PBS byly spoty obarveny 3-amino-9-ethyl karbazolem.

3.16.5.8 Priitokova cytometrie

Pti analyze povrchovych markerti splenocytl byly sleziny nejdiive rozstiihdny a
homogenizovany. Po odstranéni erytrocyti lyzou ACK pufrem (0.15 M NH4CI, 10 mM
KHCO3 a 0.1 mM EDTA) jsme ziskali suspenzi bunék, které byly po resuspendovani ve
FACS pufru barveny fluorescencné znacenymi monoklondlnimi protilatkami. Exprese
povrchovych markert byla detekovana pritokovou cytometrii pfistrojem Coulter-Epics XL
(Beckman Instruments) a vysledky vyhodnoceny pomoci softwaru FlowJo (Tree Star, Inc.,

Ashland, USA).

3.16.5.9 Histologické vySetieni nadori
Nadory byly ¢tvrty den po druhé¢ intratumoralni injekci viru fixovany v Davisonoveé

roztoku. Po fixaci byly zpracovany a obarveny standardnimi postupy (Jelinek et al., 2005).
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4. Vysledky
4.1 Studium vlivu vCClI na biologické vlastnosti VACV
Praha 13

Abychom mohli studovat vliv vCCI na biologické vlastnosti VACV, pfipravili jsme
z viru P13-E7GGG dvojnasobnou dele¢ni mutantu viru (P13-AvCCI), kde byl gen pro
vCCI v obou lokusech C23L/B29R nahrazen genem pro B-galaktosidazu. K rekombinaci
jsme pouzili plazmid pD357. Aby bylo nasledné¢ mozné vytvofit revertantu tohoto viru,

zkonstruovali jsme plazmid, ktery umoznil opétnou inzerci genu pro vCCI.

4.1.1 Konstrukce rekombinac¢nich a expresnich plazmidovych vektori

4.1.1.1 pD357-Rev.

Prvnim krokem pii konstrukci plazmidu pD357-Rev., ktery obsahoval gen pro
vCClI, byla amplifikace 1300 pb velikého fragmentu, jenz obsahoval gen C23L, metodou
PCR s pomoci polymerdzy Pful, primert C23L-1 a C23L-2 a genomové DNA viru P13
jako templatu. Amplifikovany usek jsme vlozili do plazmidu pCR-blunt TOPO a ovérili
sekvenovanim. Plazmid pD357 jsme poté ¢astecné §tépili enzymy Hpal a Nrul a gen pro
B-galaktosidazu jsme nahradili fragmentem obsahujicim gen C23L. Vysledny plazmid
oznaceny pD357-C32L jsme poté Stépili enzymy EcoRI a BamHI a pak do né&j vlozili
kazetu obsahujici gen pro guanin fosforibosyl transferazu (GPT) z E. coli a p7.5 promotor
z viru vakcinie, kterou jsme pred tim vystépili stejnymi enzymy z plazmidu pGPTO?7.

Vysledny plazmid jsme nazvali pD357-Rev. (Obr. 10).

BamHI

35K (L)

p7,5+gpt

pD357-Rev
8200 bps

EcoRI_

Nru |

puUC19 35K R

Obr. 10: Plazmid pD357-Rev pro piipravu revertanty vCCI.
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4.1.1.2 Sekvenace vCCIl VACV kmene Praha- nalezeno zkraceni signalni sekvence
Pfi piipravé plazmidu pD357-Rev jsme provedli sekvenovani genu pro vCCI.
Srovnani ¢asti 1300 bp velikého fragmentu, ktery byl amplifikovan pomoci primerta C23L-
1 a C23-L2, odpovidajici oblasti kédujici N koncovy usek vCCI s aminokyselinovou
sekvenci stejné oblasti vCCI dalSich poxviri prokazalo, ze gen vCCI nekoduje 8

aminokyselin nezbytnych pro funkci signalni sekvence (Obr.11).

Lister (P19063.1) MKQYIVLACMCLAAAAMPASLQQSSSSSSSCTEEENKHHM
Copenhagen (AAA47970.1) MHVPASLQQSSSSSSSCTEEENKHHM
WR (YP 232883.1) MHVPASLQOQSSSSSSSCTEEENKHHM
Cowpox (AAM 76308.1) MKQYIVLACMCLAAAAMPTSLQQSSSS---CTEEENKHHM
LIVP (AAM 76291.1) MKQYIVLACMCLAAAAMPASLQQSSSSSSSCTEEENKHHM
Praha P13 MHVPASLQQSSSS---CTEEENKHHM
Praha P13+Sig MKQYIVLACMCLAAAAMHVPASLQQSSSS-CTEEENKHHM

Obr. 11: Srovnani sekvenci N terminalniho konce proteinu vCCI riznych kmeni VACV a
cowpoxviru. PFistupova ¢isla jsou uvedena v zavorkach.

Puvodni neuplna signalni sekvence vCCI genu VACV Praha P13 (Obr.12.) byla
obnovena vlozenim oligonukleotidu 35SIG-1, 35SI1G-2 (Obr.13, Obr.14) po nastépeni

enzymem Sphl.

SphI ¢

ATG AAA CAA TAT ATC GTC CTG GC ATG CAT GTG CCT GCC AGT CTT CAG CAA TCA TCC TCC TCG

?MHVPASLQQSSSS

Obr. 12: Kédujici sekvence vCCI na N-konci VACV Praha P13. Sipky oznaluji $tépici misto
restriktazy Sph |

358IG-1 5°-t atg tgc ctg gcg gca gct gcc atg-3° 25 nt
358IG-2 5°-cg tcg acg gcg gtc cgt gta tgt ac-3° 25 nt

Obr. 13: Sekvence syntetického oligonukleotidu, ktery byl pouZit pro rekonstrukci vCCI VACYV Praha
P13

ATG AAA CAA TAT ATC GTC CTG GCA TGt atg tgc ctg geg geca gct gee atg CAT GTG CCT GCC
TAC TTT GTT ATA TAG CAG GAC Cgt aca tac acg gac cgc cgt cga cgG TAC GTA CAC GGA CGG
M X o Y I Vv L A C M C L A A A A M H V P A

Obr. 14: Kodujici sekvence rekonstruovaného vCCI viru P13-Sig-vCCI. Sekvence syntetického
oligonukleotidového inzertu je zobrazena kurzivou. Misto vloZeni restrikéniho mista enzymu Sphl je
podtrZeno
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4.1.1.3 pD357-Rev+Sig.

Plazmid pro pfipravu viru P13, ktery by exprimoval sekreéni formu vCCl, jsme
ptipravili z plazmidu pD357-C23L Stépenim enzymem Sphl a naslednou ligaci
s oligonukleotidy 35Sig-1 a 35Sig-2. Spravnost sekvence a orientace vlozeného inzertu
jsme oveérili sekvenovanim. V dalsim kroku byl plazmid Stépen enzymem EcoRI a opét
opatfen kazetou obsahujici gen pro gpt. Vysledny plazmid jsme nazvali pD357-Rev+Sig
(obr. 15).

BamHI

35Sig-1, 35Sig-2

35K (L)

p7,5+gpt

pD357-Rev+Sig
8200 bps

EcoRI_

Nru |

sUC1o 35K(R)

Obr. 15 : Plazmid pD357-Rev+Sig tvorici sekreéni formu vCCI.

4.1.1.4 pBSC-Sig vCCI

Zkouseli jsme detekovat sekrecni formu vCCI pomoci western blotu, kdy byly jako
zdroje antigenu pouzity virové lyzaty CV-1 bunck ( P13, WR ) a specifickd krali¢i antiséra
proti procisténému vCCI kmenu Lister ( 18691, 18692 ) jako primarni protilatka, ktera
nam laskavé poskytl Dr. Patel. Neziskali jsme zadny specificky signal, a proto jsme
pripravili vlastni specifické mysi sérum proti vCCI pomoci DNA imunizace.

Expresni plazmid pBSC-Sig vCCI (obr. 16) jsme pfipravili ligaci plazmidu pBSC
Stépené¢ho enzymy Xhol a BgllI s fragmentem ziskanym pomoci PCR za vyuziti primera
LIVP1 a LIVP2 a genomické DNA viru vakcinie Lister jako templatu, ktery byl St€pen
stejnymi enzymy jako plazmid. Primery LIVP1 a LIVP2 pro PCR amplifikaci genu vCClI
jsme navrhli tak, aby vznikly minimalni lemujici sekvence pted a za genem vCClI, které by
Vv ptipadé vneseni do plazmidu pBSC spole¢né s genem 35K mohly negativné ovlivnit jeho
expresi. Soucasn¢ musel amplifikovany tsek obsahovat tzv. sekvenci Kozakovové a
signalni sekvenci genu vCCI. Spravnost vlozené¢ho inzertu jsme ovéfili sekvenovanim

s primery 35k-intrl, 35k-intr2, pBSC Reverse, pBSC Forward a SigC35-Sekv.
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Xhol
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f1 (+) origin
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vCCl

"intron
pBSC
4862 bps

pBSC-Sig vCCI  Amp-r
‘exon’

T — 5639 bps
"intron

Amp-r

CMV

cs ColE1 origin
ColE1 origin CMV

"MCS

Obr. 16: Expresni plazmid pBSC-Sig vCCI pro pripravu mys$iho polyklonalniho séra proti vCCI
pomoci DNA imunizace.

4.1.2 Konstrukce rekombinantnich viru

Abychom mohli studovat vliv vCCI na navozeni specifické CTL odpovédi a
protinddorového efektu proti nddorim exprimujicim protein HPV16E7, zkonstruovali jsme
sadu rekombinantnich VACV zalozenych na kmenu Praha 13, které exprimovaly rtizné
formy vCCI a upraveny nadorové specificky antigen E7 odvozeny od HPV16 (tabulka.1).

Skupina zahrnovala rovnéz kontrolni viry exprimujici antigen preS2S viru hepatitidy B.

1 P13-AvCCI- ETGGG

2 RevP13 AvCCI- ETGGG

3 P13-Sig-vCCI- E7TGGG

4 RevP13-Sig-vCCl- E7TGGG

5 P13- AvCCI -preS2S

6 RevP13- AvCCI preS2S

7 P13- Sig-vCClI -preS2S-Rev+Sig

Tabulka. 1: Zkonstruované rekombinantni VACV zaloZené na kmenu Praha 13, které exprimovaly

ruzné formy vCCI a nadorové specificky antigen odvozeny od HPV16 a kontrolni rekombinantni
VACV

4.1.2.1 P13-AvCCI-E7GGG

Virus P13-AvCCI-E7GGG neexprimujici vCCI jsme vytvofili vlozenim genu pro
B-galaktosidasu do lokusi C23L/B29R viru PI13-E7GGG pomoci rekombinac¢niho
plazmidu pD357. Dvojité dele¢ni mutanty pro vCCI gen byly selektovany metodou barveni
pii expresi B-galaktosidasy (viz.3.16.3.2) opakovanou izolaci viru, ktery stabilné tvofil

modré plaky. Spravné rekombinanty jsme identifikovali metodou PCR s primery LacZ1 a
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LacZ2, které nam umoznily detekovat pfitomnost genu LacZ a primery C23L-1 a
C23L-2 plivodné navrzenymi pro amplifikaci genu vCCI viru P13, s nimiZ jsme tento gen

nedetekovaly.

4.1.2.2 P13-Sig-vCCI- E7TGGG

Rekombinantni  virus  P13-Sig-vCCI-E7TGGG  jako  revertantu  viru
P13-AvCCI-E7GGG obsahujici gen vCCI viru P13 s kompletni signalni sekvenci vlozeny
do obou lokusi C23L/B29R jsme vytvoftili rekombinaci viru P13-AvCCI s plazmidem
pD357-Rev+Sig. Virus P13-Sig-vCCI-E7TGGG jsme izolovali pomoci transientné
dominantni selekce (viz.3.16.3.3). Nejdiive byly rekombinantni viry obsahujici gen GPT
dvakrat plakové purifikovany pod selekénim tlakem (mykofenolova kyselina, xantin,
hypoxantin). Poté dvojitd purifikace se selekci bilych plakli umozZnila navrat ke gpt
fenotypu a inzerci VCCI kodujicich oblasti do obou locusti. Koneéné viry jsme ovéfili
metodou PCR.

4.1.2.3 RevP13-AvCCI- ETGGG

Virus RevP13-AvCCI-E7GGG, revertantu viru P13-AvCCI- E7GGG na rodi¢ovsky
genotyp P13-E7GGG, jsme vytvofili rekombinaci viru P13-AvCCI- E7TGGG s plazmidem
pD357-Rev se selekci rekombinant metodou transientné dominantni selekce stejné jako

virus P13-Sig-vCCI- E7TGGG. Koneéné viry jsme ovérili metodou PCR.

4.1.2.4 RevP13-Sig-vCCI-E7GGG

Virus RevP13-Sig-vCCI-E7GGG, revertanta viru P13-Sig-vCCI-E7TGGG na
rodi¢ovsky genotyp P13-E7GGG, ktery neobsahuje kompletni signalni sekvenci, byl
vytvoien rekombinaci viru P13-Sig-vCClI s plazmidem pD357-Rev se selekci rekombinant
metodou transientn¢ dominantni selekce stejné jako virus P13-Sig-vCCI. Konecné viry

jsme ovérili metodou PCR.

4.1.2.5 P13-AvCClI-preS2S

Kontrolni virus P13- AvCCI-preS2S s deleci pro vCCI genu exprimujici modelovy
antigen preS2S z HBV jsme vytvorili stejnym postupem jako virus P13-AvCCI
rekombinaci s plazmidem pD357 se selekci rekombinant metodou barveni pii expresi

B-galaktosidasy (viz. 3.16.3.2). Kone¢né viry jsme ovétili metodou PCR.

4.1.2.6 RevP13-AvCCI-preS2S
Kontrolni virus RevP13-AvCCI-preS2S-Rev, revertantu viru P13-AvCCI-preS2S na
rodicovsky genotyp P13-preS2S, jsme vytvorili stejné jako virus RevP13AvCCI
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rekombinaci s plazmidem pD357-Rev se selekci rekombinant metodou transientné

dominantni selekce (viz. 3.16.3.3). Konecné viry jsme ovéfili metodou PCR.

4.1.2.7 P13-Sig-AvCCI-preS2S

Kontrolni virus P13-Sig-AvCCI-preS2S, revertantu viru P13-AvCCI na rodi¢ovsky
genotyp P13- preS2S, jejiz protein vCCI ma kompletni signalni sekvenci, jsme vytvofili
obdobn¢ jako jako virus P13-Sig-vCCl rekombinaci s plazmidem pD357-Rev+Sig se
selekci rekombinant metodou transientné dominantni selekce. Konecné viry jsme ovéfili

metodou PCR.

4.1.3 Prodlouzeni signalni sekvence vCCI vedlo k produkci sekre¢niho

vCCl

4.1.3.1 Testovani produkce vCCI western blotem

Produkci vCCI pfipravenymi rVACV a virem LIVP (Tabulka 2) jsme detekovali
po infekei bun€k CV1 jak v lyzatu bunék, tak v zakoncentrovanych kultiva¢nich médiich
pomoci western blotu. Jako primdrni protilatku jsme pouzili specifické antisérum
pfipravené imunizaci mysi vCCI genem VACV kmene Lister ve formé DNA vakciny, jak
bylo popsano v ¢asti 3.6.1.

Chemokinovy inhibitor vCCI jsme nedetekovali v lyzatu neinfikovanych bunék, v
lysatu bun€k infikovanych rekombinantou obsahujici gen E7GGG (P13-E7GGG) ¢i
Vv lysatu bunék infikovanych jeho deleéni mutantou bez vCCI kodujici sekvence (P13-
AvCCI- E7GGG). V bunéénych lyzatech viru P13-E7GGG jsme detekovali pouze slaby
nespecificky prouzek velikosti shodny vCCI, stejné jako u neinfikovanych bunék a bunék
infikovanych virem P13-AvCCI- E7TGGG (vzorky ¢. 2, 1 a 3 na Obr. 2). Naopak
ptitomnost vCCI byla zjisténa v lyzatu bunék infikovanych viry LIVP a P13-Sig-vCClI-
E7GGG, kde byl prouzek spravné velikosti mnohem intenzivnéjsi nez nespecificky
prouzek. V lyzéatu buné€k infikovanych LIVP jsme soucasné pozorovali dva dalsi prouzky
mensi velikosti piedstavujici patrné fragmenty vCCI.

Analyza pomoci western blotu ukédzala, Ze CV1 bunky infikované virem
P13-Sig-vCCI- E7TGGG s obnovenou produkci sekre¢ni formy vCCI produkovaly vCCI
stejné velikosti jako virus LIVP. V koncentrovaném médiu neinfikovanych bunék a bun¢k

infikovanych virem P13-E7GGG jsme vCCI nedetekovali.
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Virus

P13

P13- E7GGG
P13-AvCCI- E7GGG
Rev P13 AvCCI- E7TGGG
P13-Sig-vCCI- E7TGGG
LIVP

(o2 0 & T I =S OO I I S T I )

Tabulka 2: Viry pouzité p¥i testovani produkce vCCI western blotem

Bunécne lyzaty kDa Supernatanty
- 47,5
kDa
: , ' 325 - 475
e - . | »
. ' -25
-
- 165
1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9.

Obr. 17: Detekce produkce vCCI rVACV western blotem

Lyzaty a supernatany CV-1 bunék infikovanych MOI 3 po dobu 20 h viry P13-E7GGG, P13-Sig-vCClI-
E7GGG, P13-AvCClI- E7TGGG nebo LIVP, jsme rozdélili pomoci SDS-PAGE gelové elektroforézy a ptenesli
na nitrocelulbzovou membranu.  Tu jsme poté inkubovali s mySim antisérem proti vCCI a se
sekundarni krali¢i antimysi protilatkou konjugovanou s kienovou peroxidazou..

Pouzity standard molekulovych hmotnosti udava velikosti v kDa.

1.lyzat neinfikovanych bun¢k CV-1

2.lyzaty bunck infikovanych virem P13-E7GGG

. lyzaty bunék infikovanych virem P13- AvCCI-E7TGGG

. lyzaty bunék infikovanych virem P13- Sig-vCCI-E7TGGG

. lyzaty bunék infikovanych virem LIVP

. supernatant neinfikovanych bun¢k CV-1

. supernatant bunék infikovanych virem P13-E7GGG

. supernatant bunék infikovanych virem P13- Sig-vCCI-E7GGG

. supernatant buné¢k infikovanych virem LIVP

O 03O N bW

4.1.3.2 Pokus se sit’ovacim ¢inidlem

Cilem pokusu bylo testovani funk¢ni aktivity vCCI, konkrétné jeho schopnosti
vazat chemokin MIP-1a. Supernatanty z neinfikovanych bun¢k CV-1 a infikovanych viry
P13, LIVP nebo P13-Sig-vCCI-E7GGG, jsme inkubovaly se sitovacim ¢inidlem EDC a
s radioaktivnim %I znatenym MIP-1la . Vzorky jsme poté rozdé¢lili SDS-PAGE gelovou
elektroforézou a radioaktivni signal jsme detekovali autoradiografii. Chemokin vazebnou

aktivitu vykazovaly supernatanty bun¢k infikovanych virem P13-Sig-vCCl- E7GGG a
106



virem LIVP (vzorky ¢.5 a 4, Obr. 18). V médiich z neinfikovanych bunék a z bunék
infikovanych virem P13-E7GGG (vzorky ¢.1 a 3, Obr. 18) nebyla detekovdna Zadna
MIP-1a vazebna aktivita. U média z nenfikovanych bunék (vzorek ¢.1, Obr. 18) byl pouze
pozorovan prouzek slabsi intenzity a mensi velikosti nez predpoklddany komplex MIP-1a

a vCCl.

Virus
1 P13- E7TGGG
2 LIVP
3 P13-Sig-vCCI- E7TGGG

Tabulka 3: Viry pouzité pii testovani MIP-10 vazebné aktivity vVCCI v pokusu se sit’ovacim ¢inidlem

kDa
-175

" - 83
- 62

-47,5
-

-32,5
-25

-16,5

-6,5

1. 2. 3. 4 5.

Obr. 18: Autoradiogram pokusu se sit’ovacim ¢inidlem, kterym jsme testovali chemokin vazebnou
aktivitu vCClI

Supernatanty z neinfikovanych bun€k CV-1 a infikovanych viry P13, LIVP nebo P13-Sig-vCCI-E7GGG
jsme inkubovaly se sitovacim &inidlem EDC a s radioaktivnim *°1 znadenym MIP-1a . Vzorky jsme poté
rozdélili SDS-PAGE gelovou elektroforézou a radioaktivni signal jsme detekovali autoradiografii.

. supernatant neinfikovanych buné¢k CV-1

. samotny MIPla ve vazebném médiu

. supernatant bunék infikovanych virem P13-E7GGG

. supernatant bunék infikovanych virem LIVP

. supernatant bunék infikovanych virem P13- Sig-vCCI-E7GGG

aabhowpN -

4.1.4 Sekre¢ni vCCI ovliviioval hladinu chemokini v krvi mysi

infikovanych VACV

Pokusili jsme se také stanovit biologickou aktivitu sekre¢ni formy vCCI

produkované in vivo analyzou hladiny chemokinti v krvi mysi infikovanych VACV
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metodou ELISA. P13-E7GGG, P13-Sig-vCCI-E7GGG a samotny PBS byly mys$im
podany intraperitonealné¢ v mnozstvi 3x106 PFU. Tieti a ¢tvrty den byla mySim odebrana
séra. Hladina chemokinti byla stanovena ve smési sér odebranych od 4 mysi. Vysledky
dvou nezavislych pokust ukazuji, Ze po podani viru P13-E7GGG bylo 3.den po infekcei pii
porovnani s kontrolni skupinou pozorovano zvyseni hladin chemokini RANTES, MCP-1,
MIG, Eotaxin, TARC, MDC a KC . V zadné skupiné nebyly detekovany chemokiny
MIP-1o a GCkin. Pfi porovnani se skupinou mysi infikovanych virem P13-E7GGG jsme u
mysi infikovanych P13-Sig-vCCl- E7TGGG pozorovali v krvi snizeni hladiny chemokinti
RANTES, Eotaxin, TARC a MDC. Tvorba sekre¢ni formy vCCI VACV nem¢la vliv na
hladinu chemokini MCP-1, MIG a KC detekované 3. den po infekci. Hladiny Eotaxinu a
MDC postupné klesaly a rozdily mezi skupinami pozorované 4. den po infekci byly mensi
nez rozdily pozorované 3. den. Ziskané vysledky nemohly byt statisticky analyzovany,

protoze hladiny chemokinti byly méfeny pomoci Multi-Analyte ELISArray kitu ve smési

sér.
P13-E7GGG P13-SigvCCI-E7GGG PBS
Chemokiny g, Exp.ll Exp.l | Expll | Expl | Exp.li
den 3 den 4 den 3 den 4 den 3 den 4
CCL5 (RANTES) 6,39 3,48 2,88
CCL2 (MCP-1) 7,83 8,32 5,39
CCL3 (MIP-1a) 0 0 0
CXCL10 (IP10) 0 0 0
CCL4 (MIG) 8,07 8,13 0
CCL11 (Eotaxin) 44,26 34,34 36,43 32,33 23,06 32,56
CCL17 (TARC) 2,85 2,12 0
CCL22 (MDC) 19,41 10,51 16,95 8,95 7,43 7,68
KC 3,07 3,15 2,16
CCL21(GCkine) 0 0 0

Tab. 4 : Hladiny chemokinti v séru mysi po infekci rVACV se sekre¢ni formou vCCL

Mysim bylo i.p. injekci podano 3.10° PFU nebo 0,5 ml PBS. V experimentu 1 byla krev odebrana 3. den a
smés sér (n = 2) byla vySetiena na piitomnost chemokind. V experimentu 2 byla krev odebrana 4.den a smés
sér (n = 4) byla vySetfena na ptitomnost CCL11 a CCL22. Hodnoty absorbance byly normalizovany vici
zadkladni hodnoté (0 %) a absorbanci detekované u pozitivni kontroly pfedstavované specifickym
chemokinem (100 %) , ktera byla sou¢asti kitu . Udaje byly vypoéteny z hodnot absorbance OD450- OD630.
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4.1.5 Produkce sekrecni formy vCCI vedla k atenuaci P13 VACV in vivo
DalSim cilem na$i prace bylo zjistit, zda sekre¢ni vCCI miZze jeSté vice snizit

virulenci vysoce atenuovaného vakcina¢niho kmene Praha. V minulosti bylo prokazano, ze

inzerce C23L/B29R genu pro vCCI kmenu Lister do vysoce virulentniho kmenu WR

zpusobila snizeni jeho virulence u mysi. Virulenci jsme testovali metodou sledovani

mnozeni vird v ovariich mysi.

4.1.5.1 MnoZeni viri s riznymi formami genu vCCI v mysich C57Bl/6

Mnozeni vira jsme testovali po intraperitonealni inokulaci 1x10° PFU kazdého
'VACV Vv cCase nula a nasledujicim stanoveni mnoZzstvi virové DNA v ovériich odebranych
3.,4.,5. a 7.den metodou Q-PCR (viz ¢ast 3.16.3.9).

Jak ukazuje Obr. 19 DNA vira P13-E7GGG a P13-AvCCI- E7TGGG byla v pribéhu
pokusu detekovana u péti zvifat a DNA Rev P13 AvCCI- E7GGG u Sesti jedinct. Virus
P13-Sig-vCCI- E7TGGG bylo mozné prokazat pouze tiikrat 3.a 4.den po infekci. Prestoze
je z provedeného pokusu patrné, ze virus Rev P13 AvCCI- E7TGGG se v mySich ovariich
mnozi ménég, nez ostatni r'VACV, pozorované rozdily nebyly diky vyznamné variabilité

vysledku statisticky signifikantni.

O P13-E7GGG

< 109 A P13-A vCCI-E7GGG
S o a | a A Rev-P13-AVCCI-E7GGG
E o a" - O P13-Sig-vCC-E7GGG
g 1024 A A
o o A
jo
Q ul o
g 10 A o o A
o
s 1
X
>
S ol —slpcacion crian eslansem
0 3 4 5 7

Dny po aplikaci viru

Obr. 19: MnoZstvi virové DNA v odebranych ovariich mérené metodou real time PCR

Mysim byla i.p injekci podana jedna davka 1x 10° PFU viru P13-E7GGG, P13-AvCCI-E7GGG, RevP13-
AvCCI-E7GGG nebo P13-Sig-vCCI- E7GGG virus. Replikace virové DNA ve vajeénicich byla uréena Q-
PCR v uvedenych intervalech po podani viru.

Dal§im z parametrti, ktery naim mutze nepfimo ukazat mnozeni viru in vivo, je detekce

mnozstvi protilatek proti viru v séru po infekci pfislusSnym virem.
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4.1.5.2 Hladina protilatek v séru

Hladiny protilatek proti VACV v séru byly testovany 12. a 35. den po imunizaci
'VACV. Zatimco dvanacty den po imunizaci se naméfené hladiny indukované
jednotlivymi viry pfili§ neliSily, testovani 35. den prokazala tvorbu vyrazné€jSiho titru
protilatek proti rodicovskému viru P13-E7GGG v porovnani s P13-Sig-vCCI-E7TGGG
produkujicim sekre¢ni formu vCCI. OvSem diky velké variabilit¢ hodnot nebyly tyto
rozdily statisticky signifikantni. (Obr. 20).

Anti-VACV
1.5- o, O P13-E7GGG
A P13AvCCI-E7GGG
A Rev-P13AvCCI-E7GGG
9 1.0- O P13-Sig vCCI-E7GGG
[
3 u]
S —1
a
< 0.5 ol
(m]
o, )
0.0 B 'A.Lm% —
day 12 35.den
(n=4) (n=8)

Obr. 20: Hladina specifickych protilitek proti VACV v mysim séru.

Mysim byla i.p injekci podana jedna davka 1x10° PFU viru P13-E7GGG, P13-AvCCI-E7GGG, RevP13-
AvCCI-E7GGG a P13-Sig-vCCIl- E7GGG. Hladiny specifickych protilatek proti VACV v séru byly
stanoveny 12. a 35. den po imunizaci testem ELISA. Horizontalni tse¢ky ptedstavuji aritmetické praméry.

4.1.6 Replikace rVACV in vivo nebyla ovlivnéna specifickou imunitni

odpovédi proti vCCI navozenou DNA imunizaci

Dale jsme se snazili zjistit, jestli imunita zamétend proti vCCI mulze ovlivnit
mnozeni in vivo viru P13-Sig-vCCI-E7GGG, jenz tvofti sekre¢ni formu vCCI. Plazmid
pBSC-Sig-vCCl byl mySim aplikovan biobalistickou metodou ,,gene gun“ 3krat v
14dennich intervalech. Ctrnact dni po posledni davce byl mysim intraperitonealng podan
virus P13-Sig-vCCI-E7GGG v davce 10° PFU. Tieti a ¢tvrty den po infekci byla mysim

odebrana ovaria, ve kterych bylo metodou real time PCR zjisténo mnozstvi virové DNA.
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Virus byl zachycen u vSech mys$i imunizovanych plazmidem pBSC-vCCl.
Analyzou vysledkt (Obr. 21) nebyly zjistény statisticky signifikantni rozdily mezi

porovnavanymi skupinami.

106+

o O pBSC-vCCl
e | 0gD o

10°4 85 - DEE‘E g0| O pBSC

104

103-
102+ =
10+ m]
10°4 o
1014 m]

10 2 1 1 1 T
3 3 4 4

Dny po aplikaci viru

VVkopie/100ng celkové DNA
o

Obr. 21: Replikace P13-Sig-vCCI- E7TGGG in vivo po imunizaci pBSC-Sig-vCClI
Mysi byly imunizovany 1g DNA vakciny pBSC vCCI nebo kontrolni pBSC, které byly podany biobalistickou
metodou ,,gen gun“ ve dnech 0, 7 a 28. Nasledn& bylo mysim 39. den intraperitonealng injikovano 1 x 10°

PFU P13-Sig-vCCI- E7GGG. Replikace virové DNA ve vajecnicich byla uréena Q-PCR v uvedenych
intervalech po podani viru.

Utinnost DNA vakcinace plazmidem pBSC-Sig-vCCI byla potvrzena detekei specifickych

protilatek proti vCCI western blotem v sérech jednotlivych imunizovanych mysi (Obr. 22).

kDa
-47.5

-32,5

-25

1 2 3 4 5 6 7 8

Obr. 22: Piitomnost specifickych protilatek proti vCCI v sérech mysi imunizovanych DNA vakcinami.

Ptitomnost specifickych VCCI protilatek v séru mysi imunizovanych lg DNA vakciny pBSC vCCI (drahy
1-4) nebo kontrolni pBSC (drahy 5-8) byla stanovena western blotem.
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4.1.7 Produkce sekrecni formy vCCI nezvySovala imunitni odpovéd’

navozenou rVACYV kmene Praha 13 nebo DNA vakcinami

Dal$im cilem nasi prace bylo zjistit, jak produkce sekrecni formy vCCI ovliviiuje
imunogennost rVACV. Byla srovnidvana bunééna imunita po infekci rVACV
exprimujicimi modifikovany HPV16 E7 protein a rizné formy vCCIl. MySim jsme i.p
injekci podali jednu davku 1x 10° PFU viru P13-E7GGG, P13-AvCCI-E7GGG, RevP13-
AvCCI-E7GGG a P13-Sig-vCCI- E7GGG. Specifickou CTL odpovéd proti dominantnimu
CTL epitopu HPV 16 E7(45-57) (RAHYNIVTF) a proti VACV E3(140-148)
(VGPSNSPTF) epitopu jsme detekovali 12 dni po imunizaci metodou ELISPOT IFN-y.

4.1.7.1 Detekce bunécné odpovédi po imunizaci rVACV metodou ELISPOT IFN-y

Jak ukazuje Obr. 23, buné¢né odpovédi navozené podanymi viry a detekované
metodou ELISPOT IFN-y se pfili§ neliSily (rozdily mezi nimi nebyly statisticky
signifikantni). Z toho lze usuzovat, ze CTL odpovéd navozend rekombinantnimi viry

nebyla ovlivnéna zadnou z forem genu vCCI.

ELISPOT IFNy
| 1- P13- E7GGG
© bez peptidu 2- P13-AvCCI- E7GGG
VACV E3 peptid 3- Rev P13AvVCCI- ETGGG
O HPV16 E7 peptid 4- P13-Sig-vCClI- E7GGG
70+
3
2 60-
Q
[e]
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&
o 40+ &
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i 10 ° © ©
| o . :
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Obr. 23: Bunééna imunitni odpovéd’ navozenia u mySi imunizovanych rVACYV s expresi vCCI
detekovana metodou ELISPOT IFN-y.

Mysim byla i.p injekci podéna jedna davka 1x 10° PFU viru P13-E7GGG, P13-AvCCI-E7GGG,
RevP13-AvCCI-E7GGG a P13-Sig-vCCI- E7TGGG. CTL odpovéd jednotlivych mysi proti proteinu VACV
E3 a proteinu HPV16 E7 byla detekovana 12 dni po imunizaci metodou ELISPOT IFN-y. Ziskana data byla
analyzovana statistickou metodou dvoucestnd ANOVA.Horizontalni iseky ptedstavuji aritmetické praméry.
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4.1.7.2 Analyza vlivu sekre¢ni formy vCCI produkované virem P13-E7GGG na
imunitni bunky

V této Casti prace bylo naSim cilem zjistit vliv sekre¢ni formy VCCI produkovaného
virem P13-E7GGG na buniky imunitniho systému jako napf. dendritické bunky, myeloidni
supresorové buiiky, T regulaéni lymfocyty, CD8" lymfocyty a makrofagy. Nejdiive jsme
mysim intraperitonealng aplikovali PBS nebo 3.10° PFU viru P13-E7GGG ¢&i
P13-Sig-vCCI- E7TGGG (Tabulka 5). Poté jsme je v casovych intervalech 3,5, 14 a 35 dni
usmrtili a na bunkach izolovanych ze slezin jsSme po obarveni monoklonalnimi
protilatkami detekovali pratokovou cytometrii povrchové markery definujici rtzné

subpopulace splenocyta (Tabulka 5).

Bunéény typ Detekované povrchové molekuly
Dendritické buiky CD11b+CD11c

Myeloidni supresorové bunky Ly6G+CD11b+CD11c

T regulacni lymfocyty- tzv. Treg CD4+CD25+Foxp3

T lymfocyty- CD8+ subpopulace CD8

Makrofagy F4/80

Tabulka 5: Prehled imunitnich bunék analyzovanych pomoci FACSu a markeru pouZitych pro jejich
detekci.

Po vyhodnoceni vysledkil byl zjistén pouze fakt, Ze u viru obsahujiciho VCCI s
kompletni signalni sekvenci nedochazi 3.den po infekci k pfechodnému poklesu CD4
bun¢k, jak bylo pozorovano u P13. U ostatnich subpopulaci splenocytti nebyly pfi
porovnani hodnot odpovidajicich jednotlivym virGim a negativni kontrole (PBS) zjiStény

signifikantni rozdily (Obr. 24).
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Obr. 24: Analyza povrchovych markeri splenocyti po imunizaci VACV

4.1.7.3 Vliv sekre¢ni formy vCCI na navozeni bunécné odpovédi po imunizaci DNA
vakcinami

Abychom zjistili vliv vCCl na navozeni E7 specifické CTL odpovédi
V nepfitomnosti virové infekce, imunizovali jsme mysi proti E7 antigenu DNA vakcinou
pBSC-SigE7LAMP a lug nebo 2ug plazmidu pBSC-Sig-vCClI ¢i kontrolniho plazmidu
pBSC , které byly podany biobalistickou metodou ,.,gene gun“ ve dvou davkach do
stejného mista v intervalu dvou tydnt (Tabulka 6). CTL odpovéd’ byla testovana 14 dni po
posledni imunizaci metodou ELISPOT IFN-y. Analyza vysledkd ukazala, ze produkce
sekre¢ni formy vCCI plazmidem pBSC- vCCI nevedla, pti porovnani s plazmidem pBSC,
ke zvySeni , ale ke sniZzeni specifické E7 specifické CTL odpovédi. Rozdil byl statisticky
signifikantni pti podani 2 pg plazmidu pBSC-vCCl, pokud byly splenocyty kultivovany
jak bez, tak v pritomnosti peptidu E7 (p = 0,01). Snizeni bylo zavislé na davce, protoze
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piidani 2pug plazmidu pBSC- vCCI snizilo CTL odpoveéd’ vice nez piidani 1ug
téhoz plazmidu (p = 0.0057) (Obr.25).

Cislo_ 1. imunizace 2. imunizace
skupiny

1 pBSC- Sig-vCCI | pBSC-SigE7LAMP | pBSC-Sig-vCCl lug | pBSC-SigE7TLAMP

2 pBSC pBSC-SigE7LAMP | pBSC lug | pBSC-SigE7TLAMP

3 pPBSC-Sig-vCCI | pBSC-SigE7LAMP | pBSC-Sig-vCCI 2ug | pBSC-SigE7LAMP

4 pBSC pPBSC-igE7TLAMP | pBSC 2ug | pBSC-SigE7TLAMP

Tabulka 6 - Schéma pokusu urdéujici vliv sekreéni formy 35K na navozeni bunééné odpovédi po
imunizaci

ELISPOT IFNy
Ex vivo O bez peptidu
500+ 520,006 O s peptidem
r D 1
% 400
2 *p=0.01
5 0. B 1- lug pBSC-Sig-vCCl
o ® o *p=0.01 2- 1ugpBSC
E »ool © o © 3- 2 pg pBSC-Sig-vCCl
2 - — - 4- 2ug pBSC
>~ o 63 [m] [m]
i u
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Obr. 25: Bunééna imunitni odpovéd’ navozena u mysi imunizovanych DNA vakcinami s expresi VCCI
detekovana metodou ELISPOT IFN-y.

Mysi jsme imunizovali DNA vakcinou pBSC-SigE7LAMP a lug nebo 2ug plazmidu pBSC-vCCI ¢i
kontrolniho plazmidu pBSC , které byly podany biobalistickou metodou ,,gene gun* ve dvou davkach do
stejného mista Vv intervalu dvou tydnti. CTL odpovéd’ jednotlivych mysi proti proteinu VACV E3 a proteinu
HPV16 E7 byla detekovana metodou ELISPOT IFN-y 12 dni po posledni imunizaci. Ziskana data byla
analyzovana statistickou metodou dvoucestna ANOVA.

4.1.8 Produkce sekre¢ni formy vCCI vedla ke sniZeni protinadorového
ucinku imunizace jak rVACYV kmene Praha 13 tak DNA vakcinami
4.1.8.1 Vysledky preventivni imunizace rVACV
Abychom zjistili vliv. vCCI na protinddorovy efekt imunizace rVACV
exprimujicimi HPVE7 pfi preventivnim uspofadani pokusu, byla myS$im nejdiive

intraperitonealng aplikovana davka 3x10° PFU rekombinantniho VACV s riiznou formou
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genu pro VCCI. Po 14 dnech byly mySim subkutanné podany naddorové bunky TC-1
vdavce 3x10%. Jak ukazuje Obr. 26, nejlepsi protinadorovy efekt v preventivnim
uspotadani pokusu byl pozorovan u rekombinanty Rev P13 AvCCI- E7TGGG s opétné
vlozenym genem vCCI bez kompletni signalni sekvence. Rodicovsky virus P13—-E7GGG
navozoval slab§i protinadorovou protekci, u viru P13-Sig-vCCl- E7TGGG s produkci
sekre¢ni formy vCCI byla protekce proti nadoru jesté niz§i a u P13-AvCCI-E7GGG
s kompletni deleci vCCI byla ze vSech testovanych virti nejhor$i. OvSem pfi analyze
rozdill mezi rdstovymi kiivkami pomoci testu two-way ANOVA nebyly mezi vyse

zminénymi viry zjiStény statisticky signifikantni rozdily.
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Obr. 26: Imunizace P13-AvCCI-E7GGG a revertantami a ¢elenz TC-1.

Skupinam mysi byly intraperitonealné podany rVACV s riiznymi formami genu vCCI v davee 3x10° PFU .
Po 14 dnech bylo mysim aplikovano subkutanné na zada 3x10* nadorovych bungk TC-1. Riist nadoru byl
méfen v tydennich intervalech. Pokud mély mysi nddory mensi nez 4 mm2, byly povazovany za negativni.
Presahnul-1i nador velikost 1,5 cm2, byla mys narkotizovana a usmrcena. Po usmrceni celé kontrolni skupiny
byl pokus ukoncen a vSechny zbylé mysi byly rovnéz narkotizovany a usmrceny. Rozdily mezi ristovymi
ktivkami byly statisticky analyzovany pomoci testu dvoucestna ANOVA .

4.1.8.2 Vysledky terapeutické imunizace rVACV

Pfi terapeutickém uspotfadani pokusu jsme mysSim nejdiive subkutanné aplikovali
nadorové buiiky TC-1 v davee 3x10”. Nasledujici den byly mysim intraperitorialng podany
r'VACV P13 s riznou formou genu vCCI v davce 3x10° PFU.

Jak ukazuje obr. 27, imunizace viry P13-E7GGG a P13-AvCCI- E7GGG vedla pfi

srovnani s P13-preS2S k navozeni signifikantniho protinadorového efektu (analyzovano t-
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tes

tem 27. den). Revertanty vykazovaly také protinddorovy efekt, ktery ovSem

nebyl, diky menSimu poétu myéi ve skupinéch, statisticky signiﬁkantni. Virus P13-Sig-

statisticky signifikantni.

Plocha nadoru [mm 2]

Plocha nadoru [mm2]

150-
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Rev P13-Sig-vCCI-E7TGGG
0_
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Obr. 27: Terapie nadori TC-1 rVACV s E7GGG a riznou formou genu vCCI

Mysim bylo podano s.c. injekci 3x10* bungk TC-1. Nasledujici den byly mysi i.p. imunizovany jednou
davkou 1x 10° PFU viru P13-E7GGG (n = 14), P13-AvCCI-E7GGG (n = 14), RevP13-AvCCI-E7GGG (n =
8), P13-Sig-vCCI-E7GGG (n = 14), RevP13-Sig-vCCI- E7TGGG (n = 6). Graf zobrazuje souhrnné vysledky
dvou nezavislych experiment. Rust naddoru je zobrazen jako pramérna plocha nadoru pro kazdou skupinu.
Rozdily ve velikosti nadora 27. den byly statisticky analyzovany pomoci t- testu.
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4.1.8.3 Vysledky preventivni imunizace DNA vakcinami

Vliv koexprese vCCI na navozeni imunity DNA vakcinou E7TGGGLAMP proti
TC-1 nadorim jsme nejdiive testovali pokusem v preventivnim uspotadani. MySim byly
dvakrat po sob¢ v intervalu 14 dnl aplikovany intradermalné do biisni oblasti metodou
,»gene gun“ DNA vakeiny (Tabulka 7). Ctrnact dni po posledni imunizaci byly podany TC-

1 nadorové buiiky subkutanné v davce 3x10%,

Cislo
. l.imunizace 2.imunizace
skupiny
1 pBSC-Sig-vCCl 1 pg | pBSC-SigE7LAMP | pBSC-Sig-vCCIl 1 pg | pBSC-SigE7LAMP
2 pBSC 1 pug | pBSC- pBSC 1 pug | pBSC-Sige7LAMP
3 pBSC 2 ug - pBSC 2 ug -

Tabulka 7: Schéma pokusu uréujici vliv sekre¢ni formy vVCCI na navozeni protinadorového efektu po
imunizaci DNA vakcinou p¥i preventivnim usporadani.

Jak je patrné z Obr.28, imunizace plazmidem pBSC-SigE7LAMP méla tak vyrazny

protinadorovy efekt, Ze vliv koexprese vCCI nemohl byt hodnocen.

-8 1-pBSC-SigvCClI + pBSC-Sige7LAMP / pBSC-SigvCCI + pBSC-Sige7LAMP
A 2-pBSC + pBSC-SigE7LAMP / pBSC + pBSC-SigE7LAMP

3-pBSC 2ug + 0/ pBSC 2ug+ 0
150+

1004

Plocha nadoru [mmz]
a
i

Cas [dny]

Obr. 28: Vliv koexprese vCCI na protektivitu DNA vakciny E7TGGGLAMP pied TC-1 nadory.

Mysi jsme imunizovali ve dvoutydennich intervalech tfemi davkami plazmidové DNA navazané na zlaté
partikule o vaze 0,5mg a praiméru 1um. Vakciny byly vpraveny intradermalné (po oholeni ) do btisni oblasti
pomoci biobalistické metody ,,gene gun®. Ctrnact dni po posledni imunizaci byly podany TC-1 nadorové
buiiky subkutanné v davee 3x10*. Rist nadoru byl méfen v tydennich intervalech. Rozdily mezi ristovymi
ktivkami byly statisticky analyzovany pomoci testu dvoucestnda ANOVA .
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4.1.8.4 Vysledky terapeutické imunizace DNA vakcinami

Testovani vlivu koexprese VCCI na navozeni imunity DNA vakcinou
E7GGGLAMP proti TC-1 nadorim pii terapeutickém uspofadani experimentu jsme
provadéli nasledovné. Mysim jsme subkutanné aplikovali TC-1 nadorové bunky v davce
3x10*. T¥i dny poté byla provedena imunizace metodou ,,gene gun®, ktera byla opakovéana
po sedmi dnech (Tabulka. 8).

Cislo
skupiny

1. imunizace 2. imunizace

1 |pBSC-Sig-vCCl 1pg | pBSC-SigE7LAMP | pBSC-Sig-vCCl 1pug | pBSC-SigE7LAMP

2 |pBSC lpg | pBSC-SigE7TLAMP | pBSC lpg | pBSC-SigE7LAMP

3 |pBSC lug - pBSC 1ug -

Tabulka 8: Schéma pokusu urcujici vliv sekreéni formy vCCI na navozeni protinadorového efektu po
imunizaci DNA vakcinou pf#i terapeutickém uspoiadani.

Jak ukazuje Obr. 29, pii porovnani vlivu plazmidu pBSC-Sig-vCCl exprimujiciho
vCCI s kontrolnim pBSC miizeme pozorovat mirné zlepSeni protinadorového efektu.
Ovsem pii analyze rozdill mezi rastovymi kiivkami téchto dvou skupin pomoci testu two-

way ANOVA nebyly zjistény statisticky signifikantni rozdily.

-5 1-pBSC-SigvCCl + pBSC-SigE7LAMP / pBSC-SigvCCl + pBSC-SigE7LAMP
~— 2-pBSC + pBSC-SigE7LAMP / pBSC +pBSC-SigE7LAMP
-A- 3-pBSC + 00/ pBSC +00

3001

200+

1004

Plocha nadoru [mmz]

0 10 20 30 40 50 60 70
Cas [dny]

Obr. 29: Vliv koexprese vCCI na terapii TC-1 nadori DNA vakcinou E7TGGGLAMP

Mysim jsme nejprve podali subkutanné na zada nadorové buitky TC-1 v davce 3x10%. Po tydnu jsme je
imunizovali ve dvoutydennich intervalech tfemi ddvkami DNA vakciny aplikované intradermalné (po
oholeni ) do bfisni oblasti pomoci biobalistické metody ,,gene gun®. Rist nddoru byl méfen v tydennich
intervalech. Rozdily mezi rustovymi kfivkami byly statisticky analyzovany pomoci testu dvoucestna
ANOVA.
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4.2 Kombinovana lécba nadort pomoci intratumoralni injekce

MVA-GM-CSF a DNA vakciny

Pres pfitomnost virovych antigeni ziskaji nékdy transformované bunky schopnost
uniknout protinadorové imunitni reakci. Tento jev se Casto vyskytuje v klinickych studiich
testujicich nadorové vakciny a nadorovou imunoterapii a muze byt zplsoben ztratou
schopnosti nadorovych bun¢k prezentovat antigenni peptidy v komplexu s MHC |
molekulami. Zmény tohoto typu se také Casto vyskytuji u progredujicich nadorti a metastaz
v dusledku snizeni exprese molekul MHC I.

Nadory se snizenou expresi molekul MHC |. tfidy nelze ucinné nicit pomoci
antigen specifické imunizace, ktera je zalozena na odpovédi efektorovych T bun¢k
zavislych na MHC 1 (Smahel et al., 2003). Nicmén¢ protinadorovy ucinek DNA vakcin
proti takovymto bunkdm mize byt posilen imunizaci nadorovymi bunkami, které
exprimuji GM-CSF. Jiz diive bylo v pokusech s HPV16 E6 E7 pozitivnimi nddorovymi
bunkami MK16 pozorovano (Rittich et al., 2005a), ze 1écba mysi s nadory pomoci
kombinaci téchto vakcin vedla k do¢asné inhibici riistu nadort.

V ramci kombinované imunoterapie popsané v této praci jsme k intratumoralni
expresi GM-CSF pouzili virovy vektor, coz nam umoznilo vyhnout se ¢asové naro¢né
ptipravé bunécnych linii exprimujicich GM-CSF, které by byly odvozeny z nadorovych
bun¢k pacienta. Poxvirové vektory navic in vivo G¢inné infikuji Sirokou Skalu savéich
bun¢k, velikost exprese transgenu je mozné upravit typem pouzitého promotoru a jejich
aplikace neni spojena s rizikem inzer¢ni mutageneze.

Bylo opakovang zjisténo, ze GM-CSF se chova jako imunitni adjuvans vakcin diky
své schopnosti stimulovat antigen prezentujici buiiky, coz vede k zvysené aktivaci CD4 +,
CD8 + T-bunék a CD1d pozitivnich NK1.1 buné¢k (které jsou u¢inné u MHC negativnich
nadort) a zvySené produkci protilatek. Na mysSich nadorovych modelech bylo prokéazano,
ze adjuvantni a protinadorové aktivity GM-CSF jsou zavislé na pouzité davce a zpisobu
podani (Serafini et al.,, 2004b). Abychom minimalizovali imunosupresivni  Géinky
vyvolané vysokou koncentraci GM-CSF v misté¢ vpichu a vzhledem k tomu, ze mistni
koncentrace rekombinantnich cytokini injikovanych in situ velmi rychle klesa, vnesli jsme
transgen GM-CSF do nadoru prostifednictvim zivych rekombinantnich virG vakcinie.
Srovnali jsme tfi rizné cesty podani nereplikujiciho se MVA-GM-CSF, ktery vytvari nizsi

mnozstvi GM-CSF nebo replikujici se P13-GM-CSF s vysokou expresi transgenu.
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V naSem nadorovém modelu jsme mysi C57BL/6 s nadory TC-1/A9, které jsou
charakterizovany expresi HPV16 onkogenti a snizenou expresi molekul H-2b, imunizovali
vysoce imunogenni DNA vakcinou E7GGG.GUS exprimujici fuzni gen modifikovaného
HPV16 E7 (E7GGG) s B-glukuronidazou E. coli (GUS). DNA vakciny jsme podali
biobalistickou metodou “gene gun” 7. a 14. den po s.c. injekci nadorovych bunék.

Spatny ucinek DNA vakciny pii 16¢bé TC-1/A9 bundk jsme se snazili zlepsit
pomoci GM-CSF. Mysim byly podéno i.p., i.m. nebo i.t. injekci 10° PFU P13-GM-CSF
nebo 10° PFU MVA-GM-CSF v dobg prvni (event. i druhé) imunizace DNA vakcinou.
Zjistili jsme, ze podani nereplikujiciho se MVA-GM-CSF vedlo k lep$im vysledkiim nez
pouziti replikujiciho se P13-GM-CSF. Pii porovnavani tfi riznych cest podani viru byl

nejvyssi ucinek pozorovan u opakovanych i.t. injekci MVA-GM-CSF.

4.2.1 Intratumorailni injekce MVA-GM-CSF méla vliv na terapii nadoru
TC-1/A9 DNA vakcinou

4.2.1.1 DNA vakcinace

Mysim jsme nejdiive aplikovali 3x10* nadorovych bundk TC-1 nebo TC-1/A9
s nizkou expresi MHC I molekul. Jeden tyden poté, kdyz nddory dosahovaly primérné
velikosti 0.75-1.68 mm?® , jsme zacali terapeutickou imunizaci 1.davkou plazmidu pBSC
E7GGG.GUS. 2. davka DNA vakciny byla podana po sedmi dnech. Jak ukazuje obr.30, u
mysi, kterym byly podany nadorové bunky TC-1, DNA imunizace zapusobila s velkou

terapeutickou ucinnosti a vedla az k Gplné inhibici rastu nadort.

1101
1001 ..m- PBS
904 —o—pBSC
< 804
£ —a— pBSC E7GGG.GUS
E 704
=
5 60
8
S 504
£ 40-
8
E 304 “.'
20' i:
10
0 - T T T -A'I 1
0 10 20 30 40 50
T T Dny
DNA DNA

Obr. 30: Vliv DNA vakcinace plazmidem pBSC E7GGG.GUS na terapii nadora TC-1

Skupinam mysi (n = 6 na skupinu) jsme v den 0 podali s.c. injekci 3x10* nadorovych bungk TC-1. Po sedmi
a ¢trnacti dnech byly mysi imunizovany DNA vakcinou.
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Jak je patrné z Obr. 31, u mysi, kterym jsme aplikovali nadorové bunky TC-1/A9 se

sniZzenou expresi molekul MHC 1. tfidy, neméla DNA vakcinace terapeuticky ucinek.

4.2.1.2 Kombinace DNA vakcinace s aplikaci rVACYV produkujici GM-CSF

NasSim dalS$im cilem bylo zlepS$it nizkou u€innost DNA vakcinace pfi terapii
TC-1/A9 nadort zvySenim koncentrace GM-CSF v nadord. Proto jsme soucasné s 1.
davkou DNA vakciny podali intraperitonedlné, intramuskuldrné nebo intratumoralné
10° PFU P13-GM-CSF nebo 10° PFU MVA-GM-CSF.

Analyza vysledktl ukézala (viz. Obr. 31), Ze intraperitonealni a intramuskularni
podani viru, stejné¢ jako pouziti viru P13-GM-CSF, nem¢lo signifikantni vliv na rust
nadoru. Aplikace nereplikujiciho se viru MVA-GM-CSF do nadoru vedla pfi srovnani se
skupinou lécenou PBS s DNA vakcinou k signifikantni inhibici rastu nadort (p=0,0003) u
3 mysi z 8. Pokud jsme MVA-GM-CSF podali do nadoru ve dvou naslednych davkach,
protinadorovy efekt byl vyraznéjsi. (P=0,016).

- -i
100- PBS-it
—&- PBS-it + DNA, DNA
P13-GM-CSF-ip + DNA, DNA
75 -®- P13-GM-CSF-im + DNA, DNA
—
E -¥- P13-GM-CSF-it + DNA, DNA
5 MVA-GM-CSF-ip + DNA, DNA
[e]
T 507 -O- MVA-GMCSF-im + DNA, DNA
c
pe - MVA-GM-CSF-it + DNA, DNA
H (p=0.0003)
o .
25 - -0~ MVA-GM-CSF-it + DNA,
MVA-GM-CSF-it + DNA
(p=0.016)
0 =T T T T 1
0 T10 1+ 20 30 40 50

\AY VV (jednaskupina)

Obr. 31: Vliv aplikace rVACV-GM-CSF na terapii TC-1/A9 nadori DNA vakcinaci plazmidem
pBSC E7TGGG.GUS (rVACYV a DNA vakciny byly spolecné podané v jedné nebo ve dvou davkach )

Skupinam mysi (n = 6 na skupinu) byly v den 0 podano s.c. injekci 3x10* bundk TC-1/A9 . Po sedmi a
¢trnacti dnech byly myS$i imunizovany DNA vakcinou. Mys$im bylo dale v dobé prvni imunizace DNA
vakcinou podéno i.p., i.m. nebo i.t.injekci 10° PFU P13-GM-CSF nebo 10° PFU MVA-GM-CSF . Skupiny
imunizované jednou (p = 0,0003) nebo dvéma (p = 0.016) davkami MVA-GM-CSF a DNA byly porovnany
se skupinou imunizovanou pouze DNA.
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Ovsem jak je patrné z Obr. 32, pokud byl MVA-GM-CSF intratumoralné¢ injikovan

Vv tydennich intervalech v poctu az Ctytech davek, byl protinadorovy efekt jesté veétsi.

—8—PBS-it (7.den)

—A— PBS-it + DNA (7.den),
DNA (1.den4)
125+ (p=0.0276)

T F —®—MVA-GM-CSF-it + DNA (7.den),
T DNA (1.den)

T —O— MVA-pS2S-it + DNA (7.den),
100+ MVA-pS2S-it + DNA (14.den)
MVA-pS2S-it (21., 28.den)

—8— MVA-GM-CSF-it + DNA (7.den),
) MVA-GM-CSF-it + DNA (14.den)
MVA-GM-CSF-it (21., 28.den)
(p=0.0004)

| ——MVA-SigE7LAMP-GM-CSF-it + DNA (7.den),
L = MVA-SigE7LAMP-GM-CSF-it + DNA(14.den)
MVA-SigE7LAMP-GM-CSF-it (21., 28.den)
(p=0.0015)
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Obr. 32: Vliv intratumoralni aplikace MVA-GM-CSF na terapii TC-1/A9 nadori DNA vakcinaci
plazmidem pBSC E7TGGG.GUS

Skupinam mysi (n = 6 na skupinu) byly v den 0 podano s.c. injekci 3x10* bundk TC-1/A9 . Po sedmi a
¢trnacti dnech byly mysi imunizovany DNA vakcinou. Mysim bylo dale v dobé imunizace DNA vakcinou
podano i.tinjekci 10° PFU MVA-GM-CSF nebo 10° PFU MVA-GM-CSF SigE7LAMP . Skupina
imunizovand DNA byla porovnana se skupinou, které byl podan PBS (p = 0.0276) a skupiny, které dostaly

i.t. injekci MVA-GM-CSF (p = 0,0004) nebo MVA-GM-CSF-SigE7LAMP(p=0.0015) a DNA byly
porovnany se skupinou 1é¢enenou MVA-pS2S a DNA.

V piipadé intratumoralni aplikace viru MVA-pS2S jsme nepozorovali zadny
protinadorovy efekt, coZ potvrzuje, ze Ucinek intratumoralné podanych virt byl zavisly na
produkci GM-CSF (Obr. 32). Ve stejném pokusu jsme dale testovali vliv produkce
GM-CSF intratumoralné¢ podanou dvojitou rekombinantou MVA, ktera soucasné
exprimovala protein E7 ve formé& vysoce imunogenniho fuzniho proteinu Sig/E7/LAMP.
Jak ukazuje Obr. 32, inhibice ristu nadord byla v tomto pfipadé priblizné stejna jako pii
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pouziti jednoduché rekombinanty MVA-GM-CSF.

4.2.2 MVA-GM-CSF zlepsil imunoterapii minimalni rezidualni choroby

V této cCasti prace jsme se snazili zjistit, jestli je mozné pouzit DNA vakcinaci
spolecné s lokalni aplikaci MVA-GM-CSF pro imunoterapii chirurgicky navozené
minimdalni rezidualni nemoci.

V den 0 jsme mysim subkutanné podali 6.10* bundk TC-1/A9. Po 14 dnech byly
mysSim nadory chirurgicky odstranény a jak je zobrazeno v Tabulce 9, mySim byla 18 a
25.den (4. a 11. po operaci) metodou ,gene gun“ aplikovina DNA vakcina
pBSC E7GGG.GUS a soucasn¢ subkutanné¢ do mista odoperovaného nadoru injikovano
10° PFU MVA-GM-CSF. Mnozstvi prezivajicich jedincd jsou zobrazena v Tabulce 9.
Frekvence relapsu nadort je pfiblizn€ stejna ve vSech testovanych skupindch mysi, ale u
skupin lé¢enych DNA vakcinou spole¢né s jednou nebo dvéma ddvkami MVA-GM-CSF
byla v porovnani se skupinami lé¢enymi pouze DNA vakcinou nebo jednou nebo dvéma

davkami MV A-GM-CSF nastup relapsti opozdény.

Skupina® 1.davka viru 1.davka DNA | 2.davka viru 2.davka DNA | Prezivajici Mysi s
4.den po vakciny 11. den po vakciny mys$i nadory
operaci 4.den po operaci 11. den po 25. den po
operaci operaci operaci [%0]

1 . - - - 30 6/7

2 - + - + 32 6/6

4 MVA-GMCSF - - - 32 5/6

5 MVA-GMCSF + - + 58 6/7

6 MVA-GMCSF + MVA-GMCSF + 58 6/7

Tabulka 9 : Létba minimalni zbytkové nemoci po aplikaci nadori TC-1/A9 prostiednictvim
MVA-GM-CSF a DNA vakciny.

aByly vytvoteny skupiny mys$i se stejnou distribuci nadort riizné velikosti
PR ontrolni skupiné¢ byl podan PBS.
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4.2.3 MVA-GM-CSF nezesilil specifickou E7 T bunéénou imunitu po

imuniza DNA vakcinou

Abychom analyzovali mechanismus, kterym plsobi lokalné podany GM-CSF na buné¢nou
imunitu, detekovali jsme E7 specifickou T bunétnou odpovéd u mys$i imunizovanych podle
stejného schématu jako pii 1é¢bé minimalni zbytkové nemoci, ale bez vytvotreni nadort. Mysi jsme
imunizovali dvéma davkami DNA vakciny podané metodou ,,gene gun“ a MVA- GM-CSF, které
jsme v davce 10° PFU injikovali subkutanné do dorzalni &asti téla (obvyklé misto odoperovaného
nadoru) . Specifickd bunééna odpovéd byla testovana metodou ELISPOT-IFN-y u ex vivo
splenocytn, které byly pies noc stimulovany E7(49-57) peptidem RAHYNIVTF. Jak ukazuje Obr.
33, u v8ech skupin, které byly imunizovany plazmidem pBSC/E7GGG.GUS ( skupiny 2-5) byla,
pfi porovnani s kontrolni skupinou, které byl podan plazmid pBSC, detekovana signifikantné
zvySena specificka E7 T bunécna odpovéd’. Nejvyssi pruimérné hodnoty specifické E7 odpovédi
jsme pozorovali u my$i, kterym byly podany DNA vakcina a MVA-GM-CSF dvakrat (skupina 5),
ale diky vysokému rozptylu detekovanych hodnot nebyly rozdily statisticky signifikantni .
Srovnani odpovédi skupin, které byly imunizovany pBSC E7GGG.GUS (2, 3, 4, 5), z nichz
nekterym byly soucasné i.t. injikovany rizné rekombinanty MV A ukdézalo, Ze aplikace viru nevedla
k signifikantnimu zvySeni E7-specifické T bunécné odpovédi. To nas vedlo tvaze, Ze role
MVA-GM-CSF pfi terapii TC-1/A9 nadort mulze spocivat v upravé lokalniho nadorového
mikroprostiedi.

25014

. 1-pBSC+MVA-GM-CSF (den 0)
200+ pBSC (den 7)
2- pBSC E7TGGG.GUS + PBS (den 0)
A pBSC E7TGGG.GUS (den 7)
* 3- pBSC E7GGG.GUS + MVA-preS2S (den 0)
pBSC E7GGG.GUS (den 7)
1007 — 4- pBSC E7GGG.GUS+MVA-GM-CSF (den 0)
pBSC E7GGG.GUS (den 7)
5- pBSC E7GGG.GUS+MVA-GM-CSF (den 0)
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Obr. 33: Vliv podani MVA-GM-CSF na specifickou E7 T bunéénou odpovéd’ nmavozenou DNA
imunizaci

Skupiny mysi (n = 4 ve skupin€) jsme imunizovali dvéma davkami DNA vakciny metodou ,,gene gun“ a
soucasné jsme jim s.c. do hibetni oblasti aplikovali 10° PFU rMVA v 20 ul PBS. Jednotlivé skupiny dostaly
nasledujici kombinace DNA vakciny a viru: 1:pBSC + MVA-GM-CSF (den 0), pBSC (7. den), 2:
pBSC E7GGG.GUS + PBS (den 0), pPBSC E7GGG.GUS (7. den), 3: pBSC E7GGG.GUS + MVA-preS2S
(den 0), pBSC E7GGG.GUS (7. den), 4: pBSC E7GGG.GUS + MVA-GMCSF (den 0), pBSC Fuze
E7GGG.GUS (7. den), 5: pBSC E7TGGG.GUS + MVAGM-CSF (den 0), pBSC E7TGGG.GUS + MVA-GM-
CSF (7. den). Mnozstvi E7-specifickych CD8 + T lymfocyti u kazdé mysi stanovili IFN-y ELISPOT.
Primémé pocty bunék produkujicich IFN-y ziskané v nepfitomnosti (prazdné symboly) a v piitomnosti
peptidu E7(49-57) (pIné symboly) jsme porovnali a analyzovali neparovym t-testem.
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4.2.4 Mikroprostiedi MHCI negativnich TC-1/A9 nadori bylo ovlivnéno
aplikaci MVA-GM-CSF a DNA vakciny

Na zavér této casti nasi prace jsme se pokusili zjistit, jaky ma nadmi pouzita
imunoterapie vliv na mikroprostiedi nadoru.
4.2.5.1 Analyza bunécné skladby nadoru pomoci imunohistochemického barveni
histologickych Fezi

Skupinam mysi po 6 jedincich jsme nejdiive podali 6.10* bundk TC-1/A9, abychom
je 7 a 14 dni poté imunizovali DNA vakcinou pBSC/E7GGG.GUS. Soucasné s imunizaci
jsme my$im intratumoralng injikovali viry MVA-GM-CSF a kontrolni MVA-preS2S. Ctyii
dny po druhé intratumordlni injekci byly vzdy tfi nddory podobné velikosti z kazdé
skupiny histologicky vySetieny.

V nadorech mysi neimunizovanych mysi, kterym byl do nadoru injikovan PBS
nebo u mysi imunizovanych DNA vakcinou, kterym byl do nadoru injikovan PBS, byla
pozorovana pouze slaba difuzni infiltrace CD3+ T buiikami. V nadorech mysi, kterym byl
do nadoru aplikovan virus MVA-GM-CSF, byly pozorovany mensi oblasti se zvySenym
mnozstvim CD3+ T bunék. Pti aplikaci kontrolniho viru MVA-pS2S doslo pouze ke slabé

infiltraci nadoru CD3+ T bunkami.
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Obr. 34: Analyza bunék infiltrujicich nador pomoci imunohistochemického barveni histologickych
fezl

Skupinim mysi (n = 6 na skupinu) jsme v den 0 podali s.c. injekci 3x10* bungk TC-1/A9 . Po sedmi a
&trnacti dnech jsme je imunizovali DNA vakcinou a sou¢asné jsme jim podali i.t.injekei 10° PFU MVA-GM-
CSF a jejich nadory jsme analyzovali imunohistochemickym barvenim CD3 + T-bunék v nadoru. Obrazek |
zobrazuje kontrolni mysi, obrazek II mys$i imunizované pBSC E7GGG.GUS a obrazek III mysi , které
obdrzely pPBSC E7GGG.GUS a i.t. injekci MVA-GM-CSF. Histologické fezy byly barveny krysi protilatkou
proti lidskému CD3 a hematoxylinem.
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4.2.5.2 Analyza bunécné skladby niadoru pomoci priutokové cytometrie

Nédory jsme vyjmuli sedm dni po druhé intratumoralni aplikaci viru a v bunkkach
celého nadoru jsme pomoci pritokové cytometrie detekovali leukocytarni markery. Jak
ukazuje  Obr. 35, analyza zméfenych dat potvrdila vysledky ziskané
imunohistochemickym barvenim histologickych fezi. Nadory mysi léCenych kombinaci
DNA vakciny s intratumoralnim podanim MVA-GM-CSF obsahovaly statisticky
signifikantng vétsi mnozstvi CD3"  pozitivnich bungk. Nicméné pii detekci bunék
pozitivnich pro markery Ly6G, CD11c, F4/80 a marker neutrofilii 7/4 jsme nepozorovali
vyznamné rozdily mezi skupinami mys$i, které se liSily predchazejicim zplisobem lécby

(data nejsou ukazana).
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pBSC E7TGGG.GUS (7.den) - + +
MVA-GM-CSF (11.den) - - +

Obr. 35 : Analyza bunék infiltrujicich nador pomoci pritokové cytometrie

Skupinam mysi (n = 6 na skupinu) jsme v den 0 podali s.c. injekci 3x10* bungk TC-1/A9 . Po sedmi a
&trnacti dnech jsme je imunizovali DNA vakcinou a souasné jsme jim podali i.t.injekci 10° PFU MVA-GM-
CSF. Jako jednou z metod zkoumajicich vliv i.t. injekce MVA-GM-CSF na mikroprosttedi MHC I
negativnich TC-1/A9 nadortt byla na povrchu bunék izolovanych z nadori detekovana pratokovou
cytometrii exprese CD3 + antigent.

4.2.5.3 Analyza exprese MHCI molekul na povrchu nadorovych bunék
V minulosti bylo pozorovdno, ze oSetfeni bun¢k TC-1/A9 bun¢k IFN-y vede
ke zvysené expresi molekul MHCI na povrchu nadorovych bunék (Smahel et al., 2003).

Bunky TC-1/A9, kter¢ rostly in vivo, také vykazovaly na povrchu zvySené mnozstvi MHCI
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molekul ve srovnani s bunkami péstovanymi in vitro. Abychom zjistili vliv 1écby
nadort in situ pomoci raznych rVACYV, detekovali jsme MHCI molekuly na povrchu
bunék izolovanych z nadort vytvorenych podanim TC-1/A9 bunék.

Skupindm mysi po &tyfech nebo péti jedincich jsme subkutannd injikovali 6.10%
bunék TC-1/A9. Sedm a c¢trnact dni poté jsme je imunizovali DNA vakcinou
pBSC/E7GGG.GUS a soucasn¢ jsme jim intratumoralné podali virus MVA-GM-CSF.
Expresi MHCI molekul na povrchu jsme detekovali u adherentnich bun&k excidovanych
3.den po druhé imunizaci. Jak je patrné z Obr. 36, u vSech skupin, kterym byla
aplikovana DNA vakcina, doSlo pfi porovnani s nelécenou kontrolni skupinou ke zvySeni
exprese MHCI. Naopak pii porovnani skupin lécenych intratumoralnim podanim MVA-

GM-CSF nebo MVA-preS2S se skupinou nelééenou virem, nebyly zaznamenany zadné

rozdily.
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Obr. 36: Analyza exprese molekul H-2Kb a H-2Db na povrchu adherentnich bunék izolovanych
Z nadort vytvoienych podanim TC-1/A9 pomoci pritokové cytometrie

Skupinam mysi (n = 6 na skupinu) jsme v den 0 podali s.c. injekci 3x10* bungk TC-1/A9 . Po sedmi a
&trnacti dnech jsme je imunizovali DNA vakcinou a souasné jsme jim podali i.t.injekci 10° PFU MVA-GM-
CSF. Jako jednou z metod zkoumajicich vliv intratumoralni injekce MVA-GM-CSF na mikroprostiedi MHC
I negativnich TC-1/A9 nadori byla na povrchu adherentnich bun€k izolovanych z nadorti a kultivovanych
ptes noc in vitro detekovana pritokovou cytometrii exprese H-2Kb and H-2Db antigent.
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4.3 Priprava transgenni leukemické nadorové linie stabilné

exprimujici WT1 antigen

V této Casti naSi prace bylo naSim cilem vytvoreni linie modelovych nadorovych
bunék C1498 vhodnych pro testovani riiznych metod imunoterapie nadorti exprimujicich
WTTI antigen, kterd by obsahovala zkracenou formu mysSiho WT1 proteinu postradajici 121
aminokyselin na C konci. Vzniklému proteinu by tak chybéla DNA vazebna doména (
helix-loop-helix), ktera zpasobuje, Ze modelové nadorové bunky produkujici WT1
podléhaji rychle apoptoze. Zkraceny protein WT1 mél byt také snadno detekovatelny
pomoci protilatky proti oligopeptidu FLAG, jehoZ gen byl vloZen na nové vytvoreny C
konec. Za timto ucelem jsme se rozhodli pfipravit plazmid pBK-CMV sWT1.

4.3.1 Konstrukce plazmidu BK-CMV/WT1-321

Konstrukce plazmidu pBK-CMV sWT1 zahrnovala nasledujici kroky. Ptiblizné
500 bp (518) velky fragment mysiho genu WT obsahujici zkracenou C koncovou ¢ast jsme
amplifikovali metodou PCR pomoci Pfu polymerdzy, primeri WTA a 6 a plazmidu
pBlue WT1 jako DNA templatu. Diky primeru 6 byla na C konec dodana restrikéni mista
Hindlll a Bglll, umoznujici pozdé&jsi ligaci oligopeptidu FLAG. Vznikly fragment
opatfeny, diky pouziti polymerazy Pfu, tupymi konci jsme poté vligovali do plazmidu
pCR Blunt TOPO. Z takto vytvofeného plazmidu jsme nasledné enzymy BInl a Notl
vystépili 280 bp velkou sekvenci (tvofenou 268 bp vlozeného fragmentu WT1 zahrnujici
zkraceny a upraveny C konec a 12 bp TOPO plazmidu) a vlozili ji zpét do plazmidu pBlue
WTT1, ktery byl pred tim také §tépen enzymy Blnl a Notl. Hotovy zkraceny WT1 gen jsme
z plazmidu pBlueWT1-14 vystépili enzymy EcoRI a HindlIIl a zaligovali do expresniho
plazmidu pBKCMV po jeho naStépeni stejnymi enzymy. Poslednim krokem konstrukce
pBK-CMV sWT1 bylo vlozeni oligopeptidu FLAG na C konec zkraceného WTI1
S pouzitim restrikénich mist ECORI a Hindlll. Spravnost jednotlivych kroka konstrukce
jsme vzdy ovéfili restrikéni analyzou. Fragment WT1 obsahujici zkraceny a upraveny C
konec byl ovéfen sekvenaci a sekvenace byla také pouzita pro piekontrolovani findlniho

plazmidu.
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Obr. 37: Konstrukce vektoru pBK-CMV/WT1-321
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4.3.2 Exprese proteinu WT1-321 v 293T buiikach

Dale jsme zjistovali schopnost tohoto plazmidu navodit expresi zkonstruovaného
proteinu. pBK-CMV/WT1-321 jsme precistili kitem QIAGEN Plazmid Mega Kit a
nasledné jim metodou kalcium fosfatové precipitace transfekovali bunky 293T. Ty jsme
dva dny poté zlyzovali a takto ptfipravené proteiny jsme analyzovali metodou western blot
(obr. 38). Po pouziti SDS-PAGE elektroforézy s 12%-nim gelem a primarnich protilatek
proti N-konci WT1 proteinu (WT-180, fedéni 1:400) a proti oligopeptidu FLAG (M2,
fedéni 1:400) s odpovidajicimi sekundarnimi protilatkami, byly detekovany * prouzky

(proteiny) spravné velikosti (drahy 4 a 5).

Ig- anti FLAG Ig- WT 180

+  + . - +

HIF-1a HIF-1p pBK-CMV WT1-321-FLAG pPBK-CMV LMVmWT1

Obr. 38: Western blot bunék 293T transfekovanych plazmidem pBK-CMV/WT1-321

Buniky 293T jsme transfekovali metodou kalcium fosfatové precipitace plazmidem pBK-CMV/WT1-321
precisténym kitem QIAGEN Plazmid Mega Kit. Po dvou dnech jsme je zlyzovali a takto pfipravené proteiny
jsme analyzovaly metodou western blot s pouzitim SDS-PAGE elektroforézy s 12% gelem. Membranu
S navazanym proteiny jsme rozstfihli za drahou 4. Levou ¢ast (drahy 1-4) jsme nechali inkubovat s
s monoklonalni protilatkou proti oligopeptidu FLAG (M2) a pravou ¢ast s polyklonalni protilatkou proti N-
konci WT1 proteinu (WT-180).

Pouzity standard molekulovych hmotnosti udava velikosti v kDa.

Ig-anti Flag-protilatka proti oligopeptidu FLAG

1g-WT180- protilatka proti N-konci WT1 proteinu

1. pozitivni kontrola ( lyzat 293T bun¢k transfekovanych plazmidem pBSC , ktery obsahuje fizni protein
hypoxia inducible faktoru 1a s FLAGEM)

2. pozitivni kontrola (lyzat 293T bunck transfekovanych plazmidem pBSC , ktery obsahuje fuzni protein
hypoxia inducible faktoru 1§ s FLAGEM)

3. negativni kontrola (lyzat 293T bunék transfekovanych plazmidem pBK-CMV)

4. lyzaty 293T bunék transfekovanych plazmidem WT1-321-FLAG (protilatka proti oligopeptidu FLAG)

5. lyzaty 293T bunék transfekovanych plazmidem WT1-321-FLAG (protilatka proti N-konci WT1 proteinu)
6. negativni kontrola (lyzat 293T bunék transfekovanych plazmidem pBK-CMV)

7. pozitivni kontrola (lyzat 293T bunék transfekovanych plazmidem LMVmWT1, ktery obsahuje my$i WT1
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4.3.3 Transfekce bunék mySi myelomonocytarni leukemie C1498
Plazmidem pBK-CMV/WT1-321 ( jak v cirkularni, tak linearni formé& po nastépeni
enzymem Alw441 (Apa LI) jsme metodou elektroporace transfekovali nddorové bunky
C1498. Nasledn¢ jsme 14 dni péstovali v selekénim médiu s antibiotikem (neomycin). Po
uplynuti této doby jsme provedli klonovani, které spocivalo z naneseni bunék natfedénych
na koncentraci 0,2 buiky na jamku na 96 jamkovy panylek, nalezeni jamky s jednou
buiikou a nasledné sledovani mnozeni buné€k v téchto jamkach po dobu 10 az 14 dnd.
Buiiky, které se mnozily, jsme zmrazili, rozmrazili a poté jsme u nich testovali nejdiive
pritomnost genu pro zkraceny WT1 protein metodou PCR a pokud jsme nalezli pozitivni

klony, zjist'ovali jsme u nich pfitomnost zkraceného WT1 proteinu metodou western blot.

4.3.3.1 Analyza bunék C-1498 transfekovanych nelinearizovanym plazmidem
pBK-CMV/WT1-321
Ziskané klony jsme analyzovali metodou PCR s pouzZitim primert, které

umoznovaly detekci vlozeného oligopeptidu FLAG (FlagL91, FlagR)(Obr.40).

CMV-begL  pCMV-begR
RCiEShed D el ol _LIaiLR
W FLAG

Obr. 39: Schématické zobrazeni primera pouzitych pro detekci zkraceného WT1 genu

CMV beg L, CMV beg- R — primery pro detekci N-koncové ¢asti CMV promotoru
FlagL91, FlagR — primery pro detekci vloZeného oligopeptidu FLAG
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Obr. 40: Detekce zkraceného WT1 genu metodou PCR pomoci primeri FlagL91, FlagR

Z bungk C-1498 transfekovanych nelinearizovanym plazmidem pBK-CMV/WT1-321 jsme izolovali DNA
pomoci DNeasy and Blood and Tissue kitu (Qiagen), kterou jsme poté pouzili s primery FlagL91 a FlagR
pro detekci vloZzeného oligopeptidu FLAG metodou PCR.

1. klon 6 2.klon 5 3. klon 4 4. klon 3 5. klon 2A 6. klon 2B 7.negativni kontrola(buriky 1498K) 7.negativni
kontrola 8.pozitivni kontrola- plazmid pBK-CMV/WT1-321 9.negativni kontrola-produkt PCR reakce bez
DNA

Pozitivni plaky jsme dale analyzovali metodou western blot, ktera byla provedena
za stejnych podminek, jako pii vySe popsané detekci zkraceného proteinu WT po
transfekci bun¢k 293T. Bohuzel, jak je patrné z Obr. 41, u zadného z ptfipravenych klont

nebyl nalezen protein spravné velikosti.

Obr. 41: Western blot bunék C-1498 transfekovanych nelinearizovanym plazmidem
pBK-CMV/WT1-321

Bunky C-1498 transfekované nelinearizovanym plazminem pBK-CMV/WT1-321 jsme zlyzovali a takto
pfipravené proteiny jsme analyzovaly metodou western blot s pouzitim SDS-PAGE elektroforézy s 12%
gelem. Memranu s navazanymi proteiny jsme inkubovali s monoklonalni protilatkou proti oligopeptidu
FLAG (M2). Pouzity standard ~ molekulovych ~ hmotnosti ~ udava  velikosti v kDa.

l.pozitivni kontrola- lyzat 293T bunék transfekovanych  plazmidem pBK-CMV/WT1-321-FLAG
2. Netransfekované buiiky C1498 3. klon 1A 4. Klon 2A 5. klon 3A 6. klon 4A 7. Klon 5A 8. Klon 6A
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4.3.3.2 Analyza bunék C-1498 transfekovanych linearizovanym plazmidem pBK-
CMV/WT1-321

Ziskané klony jsme opét nejdiive analyzovali metodou PCR s pouzZitim primert,
které¢ umoznovaly detekci v tomto ptipadé ne pouze genu vlozeného oligopeptidu FLAG
(FlagL91, FlagR), ale i N-koncovou ¢ast CMV promotoru (CMV beg L, CMV beg R).
Nejdiive jsme nalezli klony, které byly pozitivni pii uZiti primerd umoznujicich detekci

genu pro FLAG (Obr.42). Byly to klony 10, 11,15,16,19,20,21,28,29,30,32 a 33.

1.23 4 5 6 7 8 91011121314 15161718 10.20. 21222324 25. 26.27.28. 20.

P A e I T - Yy

R I R L

Obr. 42: Detekce zkraceného WT1 genu metodou PCR pomoci primera FlagL91, FlagR

Z bungk C-1498 transfekovanych linearizovanym plazmidem pBK-CMV/WT1-321 jsme izolovali DNA
pomoci DNeasy and Blood and Tissue kitu (Qiagen), kterou jsme poté pouzili s primery FlagL91 a FlagR
pro detekci vlozeného oligopeptidu FLAG metodou PCR.

1. Low Range DNA Marker 2. pozitivni kontrola- pPBK-CMV/WT1-321-FLAG 3. klon 33 4. pozitivni klon
32 5. negativni klon 31 6. pozitivni klon 30 7. klon 29 8. pozitivni klon 28 9. negativni klon 27 10. negativni
klon 24 11. pozitivni klon 21 12.. pozitivni klon 20. 13. pozitivni klon 19 14. negativni klon 18 15. negativni
klon 17 16. pozitivni klon 16 17. pozitivni klon 15 18. negativni klon 14 19. negativni klon 13 20. negativni
klon 12 21. pozitivni klon 11 22. pozitivni klon 10 23. negativni klon 9 24. negativni klon 8 25. negativni
klon 7 26. 27. pozitivni kontrola- plazmid LMVmWT1, ktery obsahuje mysi WT1 28. negativni kontrola-

produkt PCR reakce bez DNA 29. Low Range DNA Marker

Z nich jsme dale vybrali klony, které¢ byly soucasné pozitivni pii uziti primert

umoziujicich detekci CMV promotoru (Obr. 43). Byly to klony 11, 15 a 30.
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1.2 3 4 5 6 7. & 9 100 1112 13 14. 15. 16

Obr. 43: Detekce zkraceného WT1 genu metodou PCR pomoci primeria CMV beg L, CMV beg R1.

Z bungk C-1498 transfekovanych linearizovanym plazmidem pBK-CMV/WT1-321 jsme izolovali DNA
pomoci DNeasy and Blood and Tissue kitu (Qiagen), kterou jsme poté pouzili s primery CMV beg L, CMV
beg- R pro detekci N-koncové ¢asti CMV promotoru metodou PCR.

1.negativni kontrola- produkt PCR reakce bez DNA 2. pozitivni kontrola- pBK-CMV/WT1-321-FLAG

3. pozitivni kontrola plazmid LMVmWT1, ktery obsahuje mysi WT1 4. negativni klon 33 5. negativni klon
32 6. negativni klon 29 7. negativni klon 28 8. negativni klon 31 9. pozitivni klon 30 10. negativni klon 20
11. negativni klon 19 12. negativni klon 16 13. pozitivni klon klon 15 14. pozitivni klon 11 15. negativni
kontrola- produkt PCR reakce bez DNA 16. Low Range DNA Marker

Pozitivni plaky jsme nakonec analyzovali western blotem, ktery byl proveden za
stejnych podminek, jako pti vySe popsané detekci zkraceného WT1 proteinu po transfekci
293T bunék.
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Bohuzel jak je patrné z Obr. 44, ani u zadného z téchto kloni nebyl nalezen protein

spravné velikosti.
Ig- WT 180 Ig- ant1 FLAG

30 IS5 M 1498 11

3 |

sWT1 11 1498

Obr. 44: Western blot bunék C-1498 transfekovanych linearizovanym plazmidem pBK-CMV/WT1-
321

Buiiky C-1498 transfekované linearizovanym plazmidem pBK-CMV/WT1-321 jsme zlyzovali a takto
pifipravené proteiny jsme analyzovaly metodou western blot s pouzitim SDS-PAGE elektroforézy s 12%
gelem. Membranu s navazanymi proteiny jsme rozstiihli uprostied drahy 6. Levou &ast (drahy 1-6) jsme
nechali inkubovat s polyklonalni protilatkou proti N-konci WT1 proteinu (WT-180) a pravou ¢ast
s monoklonalni protilatkou proti oligopeptidu FLAG (M2).

Pouzity standard molekulovych hmotnosti udava velikosti v kDa.

1.klon 30 2.klon 15 3. Protein Marker Broad Range 4. netransfekované buniky C1498 6. .pozitivni kontrola-
lyzat 293T bungk transfekovanych plazmidem pBK-CMV/WT1-321-FLAG 7. klon 11 8. netransfekované
buitky C1498

Zavérem tedy musime konstatovat, Ze se nam podafilo vytvofit C1498 buiky
s rezistenci na antibiotika, u kterych ovSem nebyla detekovana exprese zkraceného WT1
proteinu. Moznou pfi¢inou mize byt vlozeni pouze casti plazmidu s genem pro ATB
rezistenci nebo delece ¢i mutace genu WTI1-321 sjeho naslednou fragmentaci ¢i

vytvofenim ptedcasného stop kodonu, coZ by mohlo navodit inhibici translace .
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5. Diskuze

5.1 Hodnoceni vysledki ziskanych imunizaci rVACYV S riznymi
formami genu vCCl

V nasi studii jsme zkoumali vliv imunomodula¢niho proteinu vCCI na imunogennost
rekombinant odvozenych z klonu P13 ocCkovaciho kmene Praha a jejich protinddorové
ucinky proti nadorim TC-1.

Poxviry byly mnohokrat pouzity pii experimentalni terapii nadort. Funguji bud’ jako
vektory pro dopravovani terapeutickych genti jako jsou TAA a imunomodula¢ni molekuly,
nebo jako onkolytické viry (Harrington KJ, 201). S vektory zalozenymi na VACV bylo
provedeno velké mnozstvi klinickych studii. Bylo prokazano, Ze imunizace virem vakcinie
exprimujicim proteiny E6 a E7 lidského papillomaviru 16 a 18 ma protinadorové ucinky a
schopnost navodit u laboratornich mysi reakce antigen specifickych T-bunék (Hsieh et al.,
2004; Mackova et al., 2006). Lécebny ucinek téchto vakcin se ukazal i v fad¢é studii u
pacientl s vulvarnimi a vaginalnimi neoplaziemi (Corona Gutierrez et al., 2004; Davidson
et al., 2004; Fiander et al., 2006).

Soucasné imunoterapie jsou primarné zaméieny na vyvolani nebo zvySovani
protinadorovych T-bunéénych reakci a v poslednich letech bylo provedeno mnoho
klinickych studii faze II a III s timto cilem (Emens, 2008). Jednou z cest aktivace silné T
bunécéné odpovédi je uziti oslabenych replikujicich se virti, které mohou byt ptfipraveny
napf. deleci genli pro imunomodulacni proteiny. Poxviry, stejné jako ostatni velké DNA
viry, disponuji riznymi strategiemi pro ovlivnéni hostitelské imunitni odpovédi (Johnston
& McFadden, 2003). V poslednich letech bylo vénovano mnoho pozornosti secernovanym
virovym verzim receptort pro cytokiny, napf. IL-1p, TNF, IFN-o/B, IFN-y (Epperson et
al., 2012). Kromé& nich rovnéz poxviry produkuji secernované proteiny, které vazou
svysokou afinitou CC-chemokiny (Alcami, 2007). S mnoha témito geny bylo
manipulovano, aniz by bylo dosazeno pozadovanych vysledkli, nicméné delece gent
IL-18, IL-1BR, A4IL vedla kvytvofeni atenuovanych VACV navozujicich silngjsi
imunitni odpoveéd’ (Pickup, 2007).

Protein vCClI patii do skupiny secernovanych virovych imunomodula¢nich proteint.
Diky své schopnosti ucinné inhibovat CC chemokiny, které fidi migraci makrofagu,
monocytl, DB a lymfocytdi mulze ovlivilovat rizné faze protivirové imunitni reakce.
Vyznam CC chemokinli v tomto procesu byl demonstrovan u infekce virem MVA, ktery

pfi porovnani s kmeny Elstree, Wyeth a WR vyvolava zvysené hladiny chemokinu CCL2.
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Neschopnost MVA zabranit expresi chemokini blokovanim aktivace NF-kB a
sekvestraci CCL2 prostiednictvim vCCI pravdépodobné vyznamné piispiva k jeho
mimofadnému imuniza¢nimu potencialu (Lehmann et al., 2009). Spekulovali jsme, ze
odstranéni genu vCCI z o¢kovaciho viru Praha by mohlo vést k vytvofeni oslabeného viru,
ktery by navozoval siln€jsi bunécnou imunitni reakei.

Ptestoze u fady protinadorovych imunoterapeutickych postupii bylo prokazéano, ze
generuji aktivni CTL, G€¢innost u pacientll byla omezena nddorem navozenou lokéalni nebo
systémovou imunosupresi (Rosenberg et al., 2004). Nadorové imunoterapie mohou, kromé
indukce imunitni stimulace, také vyvolavat imunosupresivni mechanismy, jako je zvySeni
exprese inhibi¢nich povrchovych molekul na T bunkach (napiiklad CTLA-4 nebo PD1)
nebo tvorbu Treg bun¢k (Parmiani et al., 2007; Gajewski, 2007). Nadory také navozuji
tvorbu inhibi¢nich cytosini a chemokina (Finn, 2003; Finke et al., 1999).

Proto je stile vice pfijiman nazor, Zze tvorba CTL je nezbytna, ale nikoliv
postacujici pro ucinnou protinadorovou reakci (Emens, 2008; Finn, 2008), ktera bude
vyzadovat aplikaci pfistupii vedoucich ke zméné¢ mikroprostiedi nadoru a snizeni
imunosuprese (Pardoll, 2003) prostiednictvim eliminace inhibitorGi imunitni reakce. Byly
pouzity razné postupy, jako napf. blokada TGF-B nebo TGF-p signalizace (Kim et al.,
2008), pouziti inhibitori cyklooxygenazy 2 (Haas et al., 2006), deplece Treg bunck
(Comes et al., 2006) nebo blokovani CTLA-4 (Egen, 2002 ).

Chemokiny, tvoiené nadorovymi bunikami a bunkami nadorového stromatu, mohou
hrat dtlezitou roli v procesu tumorigeneze jak piimym vlivem na nddorové buiiky napf.
prostiednictvim podpory proliferace a preziti (Balkwill, 2004), ¢i ochranou nadorovych
bunék pred apoptozou (Wang et al., 2008a; Murakami et al., 2003), tak nepfimo regulaci
migrace bun¢k piirozené a adaptivni imunity jako jsou TAM, MDSC, neutrofily, NK, DB
a tumor infiltrujici lymfocyty (Mukaida & Baba, 2012), které pfispivaji k progresi nadoru a
vzniku imunosupresivniho nadorového mikroprostiedi (Mantovani et al., 2009)

Hlavnimi atraktanty monocytickych prekurzorti jsou ptredevsim CC-chemokiny
zahrnujici CCL2, CCL5, CCL7, CCL8 (Mantovani, 1999;Conti & Rollins, 2004a)
(Sawanobori et al., 2008), CXCL12 a M-CSF (Singh et al., 2009). Exprese chemokinu
CCL2, pravdépodobné nejcastéji nachazeného CC chemokinu v nadorech (Sica et al.,
2006a) a CCL5 byla detekovana u mnoha nadora (Sica et al., 2006a) a jejich produkce (u
lidskych malignit) koresponduje se zvySenym mnozstvim TAM, metastdzami

v lymfatickych uzlinach a Spatnou prognozou (Luboshits et al., 1999; Ueno et al., 2000).
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CCL2 patrné piimo posiluje rust a invazivitu nékterych naddorovych bunék, které
exprimuji CCR2 receptor (Conti & Rollins, 2004a; Loberg et al., 2006), podporuje
angiogenezi (Salcedo et al., 2000b), mize slouzit jako chemoatraktant pro Treg bunky (Fu
et al., 2004; Jordan et al., 2008) a kone¢n¢ ma piimé inhibi¢ni G¢inky na funkci T bunék
(Peng et al., 1997; Terwey et al., 2005), jako je naptiklad inhibice efektorovych funkci T
bunék a prepinani diferenciace T bun¢k smérem k fenotypu Th2 bun¢k (Hu et al., 2007).

V literatute panovaly urcité rozpory ohledné role CCL2 pfi rozvoji nddoru. CCL2,
ktery byl piivodné poznan jako silny chemoatraktant monocyt (Conti & Rollins, 2004b;
Loberg et al., 2007b), muze také vyvolavat nadorovy tropismus T bun¢k, vcéetné
pamétovych T bunék (Brown, 2007; Carr et al., 1994; Wang et al., 2008b). Panovala
predstava, Zze CCL2 miiZze fungovat jako inhibitor ristu nddoru. Rané prace také prokazaly,
ze transfekované nadorové bunky, které vytvareji vysoké hladiny CCL2, navozuji masivni
infiltraci nadorové masy monocyty/makrofagy, coz vede k jeji destrukci (Nesbit et al.,
2001).

OvSem vysoka hladina CCL2 byla zjisténa u vice typll nadorti, vcetné
nemalobunééného karcinomu plic (Conti & Rollins, 2004b; Negus et al., 1995; Arenberg et
al., 2000) a jeho vysoké hladiny obvykle korelovaly se Spatnymi klinickymi vysledky
(Ueno et al., 2000). Ve studii, kterou provedl Loberg (Loberg et al., 2007a), vedlo
systémové podéani anti-CCL2 neutralizacnich protilatek k vyraznému zpomaleni rlstu
nadoru. Pouziti anti-CCL2 monoklonalnich protilatek vyvolalo u mysi s xenografty
karcinomu prostaty omezeni tumorogeneze a metastazovani nadoru (Loberg et al., 2007a).

Tato pozorovani podpofila piedstavu o spiSe protumorogennim (Conti & Rollins,
2004b) ucinku CCL2 v netransdukovanych nadorech. Dnes se jiz vi, Ze vétSina monocytl
atrahovanych do nadori neusmrcuje nadorové buiiky, ale méni se na M2 fenotyp, ktery
podporuje rust nadoru (Allavena et al., 2008).

Bylo prokazano, ze kromé¢ CCL2 i ostatni CC chemokiny zprostfedkovavaji
angiogenezi a moduluji extracelularni matrix in vivo (Salcedo et al., 2001; Hwang et al.,
2004; Hwang et al., 2005; Strasly et al., 2004; Adler et al., 2003; Son et al., 2006).
Chemokiny CCL2 a CCL5 produkované nadory vyvolavaji vznik imunosupresivniho
prostiedi prostifednictvim zahajeni migrace TAM do nadorového stromatu, coz vede k
inhibici nadorové¢ specifickych efektorovych T-bunék (Melief, 2008b). Atrahované TAM
jsou také stimulovany témito chemokiny k vyssi produkci tumorogennich faktort, které
podporuji angiogenezi a degradaci extracelularni matrix, aktivitu matrixovych

metaloproteindiz MMP2 a MMP3 a produkci zanétlivych cytokint typu TNF-a, ktery
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vyvolava dalsi produkci tumor podporujicich faktorti, jako jsou MMP a chemokiny
CCL2 a CCL5 nadorovych bunék.

To ukazuje, ze CCL2 a CCLS5 jsou prostiednictvim téchto opakujicich se cykli
atrahovani monocytl a sekrece protumorogennich faktorti na zacatku maligniho procesu
(Ben-Baruch, 2003). Piestoze popsany zpusob pisobeni CCL2 a CCL5 byl popsan béhem
progrese rakoviny prsu, podobné situace miize vzniknout také béhem progrese rakoviny
délozniho ¢ipku.

Zvysené plazmatické hladiny CCL5 byly nalezeny u vysSich stadii karcinomu
d€lozniho ¢ipku, a mnozstvi CCLS5 bylo znaéné zvySeno u primarnich nadort a metastaz
vSech pacientii. Vys$§i mnozstvi makrofagii s promalignim fenotypem korelujici s
karcinogenezi bylo pozorovano v nddorovém stromatu pacientl s cervikalnimi
intraepitelidlnimi neoplaziemi vyssiho stupné a s karcinomem (Kobayashi et al., 2008).
TAM také hraji dulezitou roli v rozvoji nadora TC-1 (Lepique et al., 2009).

Vzhledem k vySe popsanym vlastnostem CC chemokini, piedev§im CCL2 a CCLS5,
které funguji jako inhibitory Ui¢inku nddorové imunoterapie, jsme piedpokladali , ze jejich
blokada prosttednictvim vCCI by mohla byt prospésna.

VACV P13 byl pfipraven v naSi laboratofi jako plakové purifikovany klon
o¢kovaciho kmene Praha (Kutinova et al., 1995). Ve srovnani s VACV kmeny Wyeth a
LIVP (Lister), je imunogennost a virulence kmenu Praha mezi viry LIVP a Wyeth. Klon
P13 je nejvice virulentni ve srovnani s ostatnimi klony Praha. Virus LIVP byl nejvice
virulentni a nejvice imunogenni ze tii testovanych kmeni.

Genetické pficiny atenuovaného fenotypu viru P13 zatim nebyly zjiStény.
Restrikéni analyza virovych linii odvozenych zkmene Praha odhalila rozdily
vV terminalnich castech genomu, které obsahuji geny urcujici virulenci viru, geny
hostitelského spektra a geny pro imunomodulatory. Dale bylo zjiSténo, ze virus P13
exprimuje gen B8R kodujici sekretovany IFN-y receptor.

Abychom stanovili vliv vCCI na biologické vlastnosti vakcina¢niho viru P13,
vytvorili jsme dele¢ni mutanty s inzer¢ni inaktivaci genu C23L/B29R a revertanty, v nichz
byly tyto geny opét vlozeny do obou lokusti v ITR. V naSich pokusech jsme pouzili P13
virus exprimujici slabé imunogenni antigen HPV16 E7GGG, protoze je vhodnéjsi pro
hodnoceni mensich rozdilli v imunogennosti vektoru nez VACV P13-SigE7LAMP, ktery
tvofi vice imunogenni podobu E7 antigenu. Tato rekombinanta navozuje uplné odhojeni
TC-1 nadorG (Nemeckova et al., 2002) a neumoziiuje méfeni vlivu malych rozdili ve

virulenci a imunogennosti SigvCCl. Imunizace P13-E7GGG neinhibuje tvorbu TC-1
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nadoru, ale je schopna zpomalovat rst nadortt (Nemeckova et al., 2002).

Srovnani sekvence nukleotidi P13 vCCl ORF shomologickymi sekvencemi
dalsich orthopoxvirt odhalilo nejvyssi homologii 5 konce P13 s kmeny vakcinie Kodan,
WR, Ankara, MVA a Tian Tian, stejn¢ jako s vétSinou kmena varioly a opi¢iho poxviru.
Gen teéchto virt koduje vCCI protein postradajici N-termindlni signalni peptid, na rozdil od
vCCIl VACV Lister, viru kravskych nestovic Brighton a GRI-90 a mysiho poxviru, které
maji N-terminalni signalni peptid s vysokou pravdépodobnosti Stépeni mezi prolinem 18 a
alaninem 19.

Na Serin bohatd sekvence na N-konci, ktera je soucasti ndhodné spirdly vCClI
molekuly obsahuje v kmenu Praha ¢tyfi aminokyselinové zbytky. Chemokin vazebna
aktivita vCCI neni zménéna, pokud obsahuje u orthopoxvirii ¢tyfi nebo sedm serinii, nebo
TKGI sekvenci, ktera byla nalezena u leporipoxvirta (Smith et al., 1997b). Signalni peptid
ma klicovy vyznam pro sekreci CCI a proto byl vytvofen rVACV P13 s kompletni signélni
sekvenci.

Western blotem s pouzitim polyklonalniho séra mysi imunizovanych vakcinou
pBSC-SigvCCI bylo potvrzeno, Ze vytvofeny virus secernuje protein CCI do média a
kroslinka¢ni pokus ukazal, ze vSigCCI je schopen vazat chemokin CCL3 oznaeny
radioaktivnim *#I.

Biologicka aktivita vSigCCI produkovaného virem P13 byla také pozorovana in
vivo. Role imunomodula¢nich proteinti jako jsou inhibitory CC chemokind v patogenezi
infekce poxvirti mize byt testovana porovnanim reakci hostitele po aplikaci divokého viru
a dele¢nich mutant postradajicich studovany imunomodula¢ni protein. Pro hodnoceni
VACV inhibitori CC chemokinii v mySim modelu byla v minulosti vétSinou pouZita
intradermalni nebo intranazalni cesta podani (Tscharke et al., 2002). Ac¢koli i.n. a i.d. cesty
aplikace vhodné napodobuji typické piirozené cesty poxvirové infekce, navozuji silnou
protilatkovou odpovéd’ a soucasné velmi nizkou aktivitu CTL. Naopak systémové i.p. a i.v.
aplikace vedou k indukci silné reakce CTL (Andrew et al., 1989). Oslabeny P13-E7GGG
byl schopen vyvolat vyznamnou CTL odpovéd vici HPV E7 pouze po i.p. vakcinaci
vysokou davku 10° PFU a z tohoto divodu jsme zvolili tuto cestu aplikace. Zjistili jsme, ze
secernovana forma vCCI oslabovala mnoZeni i.p podaného viru podobné, jak bylo jiz
diive popsano pro i.n. aplikovany virus (Reading et al., 2003b).

Navic i.p. injekce byla mnohem vhodnéjsi nez i.n. podani, pokud jsme chtéli zjistit
vliv secernované formy vCCI na protinadorovy u¢inek imunizace.

Je zndmo, Zze CC chemokiny hraji dileZitou roli béhem vyvoje riznych nadort
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(Hembruff & Cheng, 2009). Piestoze vliv chemokint je primarné lokalni, jsou
casto pozorovany zvySené sérové hladiny, které koreluji se zavaznosti onemocnéni.
Blokada CC chemokinll po systémovém podani jejich antagonistlh mize ptispet k inhibici
ristu nadort, jako bylo v minulosti testovano v nékolika preklinickych studiich (Salcedo et
al., 2000b; Loberg et al., 2007a; Qian et al., 2011; Cambien et al., 2011). Pozitivni ucinek
antagonistil CC chemokinli na imunoterapii nadort 1ze také zjistit prostiednictvim analyzy
systémové a intratumoralni imunitni odpovédi (Fridlender et al., 2010a). Proto jsme chtéli
navodit systémovou produkci vCCI, jenz by mohl piisobit v mikroprostfedi nadoru béhem
tumorogeneze a napomoci indukci protinadorové odpovédi.

Pii méfeni hladiny chemokini v séru mysi 3. den po i.p. infekci rodiCovskym
virem P13-E7GGG jsme detekovali zvysené hladiny chemokini CCL2, CXCL9, CCLS5 a
CCL22. Virus P13- E7GGG je timto rysem podobny viru MVA, ktery navozuje expresi
chemokinti, CCL2 a CCL3, CCL5, CXCL9, jak po in vitro infekci makrofagt (Delaloye
et al., 2009), tak po i.n. aplikaci my$im (Lehmann et al., 2009). Naopak kmeny NYVAC a
WR po in vitro infekci makrofag a kmeny Elstree, Wyeth a WR po i.n. aplikaci mySim
nevyvolavaji produkci CC chemokini (Lehmann et al., 2009). To pravdépodobné souvisi s
vlivem jinych imunomodula¢nich proteint, které jsou piitomné ve vySe uvedenych
kmenech. Pii testovani vlivu vCCI produkovaného ip podanym virem
P13-SigCCI-E7GGG na hladiny chemokinti jsme pozorovali, pfi porovnani s kontrolami,
snizeni chemokinii CCL5 a CCL11 (tj. druhého a tfetiho z chemokinti, pro které ma vCCI
nejvyssi vazebnou specifitu). Také jsme detekovali pokles chemokina CCL17 a CCL22.
Chemokin CCL3, ktery se vaze nejlépe k vCClI a s jehoZ pomoci jsme dokazali vazebnou
schopnost vCCI, nebyl detekovan v mySim séru testem ELISA, ktery jsme pouZili. Hladina
CCL2, ¢tvrtého nejlépe vCCI vazaného chemokinu, nebyla ovlivnéna produkci vCCI. To
naznacuje, Ze VCCI neni schopen neutralizovat CCL2, ktery produkuji TC-1 buiky, jak
bylo zjisténo analyzou exprese (Smahel, 2005), coz muze zCasti vysvétlovat, proé¢
P13-SigvCCl- E7GGG nevykazoval lepsi protinadorové ucinky.

Ptes rozdily v urovnich chemokini navozenych rVACV analyza imunitnich bun¢k
izolovanych ze slezin mys$i po i.p. aplikaci r'VACV s riznymi formami vCCI pomoci
pratokové cytometrie ukdzala, ze vCCI produkovany P13 neovlivnil mnozstvi DB,
myeloidnich supresorovych bunék, T regulacnich lymfocytd, CD8+ lymfocytd a
makrofaga.

Testovani revertant obsahujicich vSigCCI ukdzalo, Ze zatimco produkce sekre¢niho

VCCI proteinu nema vliv na replikaci viru in vitro, méfeni virové DNA v mySich ovéariich
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imunizovanych i.p. VACV ukazala, ze revertanta exprimujici vSigCCI je vice
oslabend, protoZze se po systémovém podani replikuje méné nez rodicovsky virus bez
rekonstruované signalni sekvence. SniZeni replikace bylo také potvrzeno detekci nizsi
hladiny specifickych anti-VACV protilatek 32. den po infekci v porovnani s protilatkami
navozenymi rodi¢ovskym virem.

Uvazovali jsme, zZe tento jev by mohl byt zptisoben imunitou zamétenou proti vCCI
proteinu, kterd vede k atenuaci viru. Molekula vCCI mize byt $tépena v proteazému kratce
po syntéze, prezentovana pomoci MHC molekul na povrchu infikovanych bunék a
rozeznavana bunéénou imunitou. Tato hypotéza vysvétlujici atenuovany fenotyp viru P13
s produkci vCCI byla testovana analyzou mnozstvi virové DNA v ovariich mysi
infikovanych rVACV, jejichz i.p. aplikaci pfedchazela DNA imunizace plazmidem
pBSC-Sig-vCCl, ktera ukazala, ze imunita proti tomuto proteinu neovliviiuje replikaci
viru.

Jak nase, tak 1 jiné skupiny v minulosti pozorovaly, Ze oslabené viry navozuji nizsi
titry protilatek (Kutinova et al., 1995). Podobné vysledky byly ziskany Readingem
(Reading et al., 2003b) po i.n. infekci mysi WR virem, ktery produkoval vCCI viru Lister.
Nizsi titry WR-vCCI byly doprovazeny mén€ zavaznou infiltraci plic makrofidgy a
lymfocyty, které korelovaly s nizs$i hladinou chemokini CCL2, CCL3 a CCLI1 u
detekované¢ho v BAL tekutiné i.n. infikovanych mysi. Také my jsme pozorovali pokles
hladiny CCL5.

CCL5 je produkovany v ranych fazich infekce, hlavné antigen prezentujicimi
buiikkami (DB, makrofdgy, NKT buiikami a ydT buitkami), které maji receptory pro
zanétlivé cytokiny, takze vyrazné reaguji na zanétlivé podminky (Appay & Rowland-
Jones, 2001). CCLS5 atrahuje do mist zanétu a infekce bunky, které exprimuji receptory
CCR1, CCR3 a CCRS. Jsou to predevsim buiiky pfirozené imunity, jako jsou monocyty,
bazofily, eozinofily, nezralé DB, NK buiky a T bunky. Bylo prokazano (Rahbar et al.,
2006), ze aktivace CCRS navozena infekci VACV vede k indukci permisivniho fenotypu
pro VACV replikaci v primarnich T buitkach. Vzhledem k tomu, Ze permisivni infekce T
bunék a jinych CCRS5 pozitivnich bunék mtize predstavovat mechanismus Sifeni VACV
lymfatickym systémem, sekvestrace CCL5 prostfednictvim vCCI, kterd by mohla mit za
nasledek snizeni CCRS5 aktivace, by se mohla manifestovat jako sniZeni virulence VACV.
Nedavno bylo prokazano ze CCRS5 - / - mysi jsou méné vnimavé k systémové infekci
VACYV nez WT mysi (Rahbar et al., 2009)

Analyza imuniza¢nich experimentl a specifické imunity proti E7 proteinu a VACV
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E3 proteinu metodou ELISPOT neprokdzala zadny signifikantni rozdil v
imunogennosti mezi rodicovskym virem, dele¢ni mutantou a revertantami, navzdory nizsi
virulenci  P13-SigCCI-E7GGG. Nizsi aktivita CC chemokini je pravdépodobné
kompenzovana produkci velkého mnoZstvi vnéjSich antigenli a pfimym primingem T
bunék v sekundarnich lymfatickych organech béhem infekce replikujicim se
rekombinantnim virem vakcinie (Hickman, 2008).

Navic DB skladuji antigeny dlouhodob¢, zatimco sekvestrace chemokinii béhem
infekce VACYV se ¢asové shoduje s produkci vCCI az do 7 dnti, kdy je virus odstranén, s
nejvetsi ucinnosti pozorovanou 4.den, kdy se virus mnozi nejvice. Dopad snizenych hladin
CC chemokinii na reakce T bun¢k neni tak vyznamny, pravdépodobné v dusledku nizké
produkci vCCI od 5. den po infekci. Po imunizaci P13-E7GGG-SigCCl a rodi¢ovskym
virem P13-E7GGG byla detekovana srovnatelna mnozstvi E7 specifickych IFN-y + CD8 +
bunék.

Ovsem terapie TC-1 nadort byla po imunizaci P13-E7GGG-SigCCI horsi.

Muzeme spekulovat, Ze ovlivnéni rané faze pfirozené imunity menSim mnozstvim CC
chemokini mohlo vést k slabsi pfimé funk¢éni aktivaci NK bunék (Taub et al., 1996).
Zanétlivé chemokiny, ke kterym CCLS patii, maji vliv na diferenciaci T bunék ovlivnénim
mnozstvi a typu antigen prezentujicich bun¢k (APC) atrahovanych do mista zanétu
prostiednictvim piimého vlivu na polarizaci APC, prostfednictvim piimé interference
s polarizaci T bun¢k nebo selektivnim atrahovanim specifickych T bun¢k do mista zanétu a
jejich nédslednym pomnoZenim.

SniZzeni hladiny CCLS5 blokovanim vCCI proteinem miize ovlivnit aktivaci jak
ptirozené, tak specifické imunity. Protoze tento proces v ptipadé produkce vCCI a rVACV
probihd maximalné 7 dni, nez je virus eliminovan, s maximem 4. den, kdy se virus nejvice
replikuje, je tedy nejvice ovlivnénou fazi atrahovani riznych antigen prezentujicich bunék
do mista zanétu. Vliv snizené hladiny CCL5 na putovani aktivovanych T bunck
z lymfatickych uzlin do periferie bude pravdépodobné méné vyznamnym diky nizké
produkci vCCI od 5. dne po infekci.

Lze spekulovat, ze prostfednictvim aktivace odliSnych APC v ramci ¢asné faze
piirozené imunity doslo k indukci kvalitativné odlisnych IFN-y CD8+ T bun¢k. Dale by se
mélo vzit do tvahy, ze hladina specifické bunécné imunity indukované rVACV je v tomto
pfipadé tak nizkd, ze neumoziiuje zaznamenani vyznamnych rozdild mezi viry P13 a
P13-vCCI. Horsi protinadorovy efekt viru P13-vCCI mutze byt zplisoben indukci nizs§iho

mnozstvi CCL5 atenuovanym virem v ¢asnych fazich infekce. V tomto ptipadé je navic
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CCL5 blokovan produkovanym proteinem vCCI. Toto mize vést k slabsi pfimé
funk¢ni aktivaci NK bunék a dalSich bun¢k pfirozené imunity.

Abychom prozkoumali vliv vCCI na indukci specifické imunity proti E7 proteinu a
navozeni protinadorového efektu pii absenci virové infekce, zkonstruovali jsme DNA
vakcinu kodujici sekreéni forma vCCI proteinu. V tomto piipad¢ zpusobila produkce
vSigCCI, pii porovnani s kontrolnim plazmidem, indukci slab8i specifické imunity.
Velikost tohoto efektu byla zavisla na mnozstvi DNA vakciny. Vyznam chemokinli pro
imunogennost DNA vakciny byl v minulosti prokdzan u MIP-1a. Spole¢né podani
plazmidu kodujiciho CCL3 mélo adjuvantni vliv pfi imunizaci DNA vakcinou exprimujici
obalovy protein gp120 viru HIV-1 (Sumida et al., 2004). Ptedpokladame, ze ptitomnost
vCCI v misté¢ intradermalné podané DNA vakciny proti E7 mlZe vyznamné ovlivnit
hladiny chemokind, s nejvétsim vlivem na chemokiny jako je MIP-1a, které jsou vazany
na mista s nejvyssi afinitou (vCCI) a jsou k dispozici v nizkych koncentracich. To mutze
vést k potlaceni reakce T-bunék.

Nicméné protinadorovy efekt nebyl koexpresi vCCI proteinu sniZen, jak bylo
pozorovano po imunizaci virem P13-vCCIl. Naopak se mirné zlep$il. Produkce vCCI
proteinu DNA vakcinou ovlivnila imuniza¢ni vlastnosti vektoru jinym zplsobem nez
v ptipadé¢ VACV.

Pro vysvétleni téchto vysledkli mohou byt pouzity zjiSténi studie zkoumajici vliv
chemokinii CCL5 a CXCL9 na prib¢h infekce Theilerovym virem (Ure et al., 2005). Po
aplikaci dvou davek antiséra anti-CCL5 bylo pozorovano snizeni hladiny RNA pro IL-2.
Soucasné byla detekovana zvySena hladina mRNA pro IL-10. Tento efekt nebyl navozen
jednou davkou antiséra. Autofi studie ptfedpokladali, Ze hladiny IL-2 a IL-10 reflektuji
pomér Thl a Th2 lymfocyti. Pokles IL-2 by odpovidal hypotéze, ze Thl lymfocyty
produkujici IL-2 jsou klicové pro imunitni kontrolu viru, jehoz titr po poklesu IL-2 stoupl.

Blokada CCLS5 proteinem vCCI produkovanym po DNA vakcinaci pravdépodobné
vedla k pfevaze Th2 odpovédi nad Thl. Rozdily v navozené specifické imunité¢ a
protinadorovém efektu po imunizaci VACV a DNA vakcinou s produkci vCCI proteinu
muzeme vysvétlit riznymi mechanismy aktivace specifické imunity, které jsou navic rtizné
ovlivnény odlisnou produkci vCCI proteinu.

Po podani jedné davky rVACV nebyla pozorovana pievaha Th2 odpovédi, stejné
jako v experimentu s Theilerovym virem po podani jedné davky antiséra CCLS5. Negativni
vliv produkce vCCI proteinu na nddorovou terapii byl zplsoben atenuaci viru nizsi

hladinou CCL5. V piipadé DNA vakciny byla situace odli$na. Protoze byl tento vektor
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aplikovan spolecné¢ s DNA kodujici vCCI ve dvou davkach, 1ze predpokladat, ze
doslo k produkci vétstho mnozstvi vCCI proteinu. To mohlo vést k dominanci Th2
odpovédi nad Thl, ktera je indukovéna po imunizaci DNA vakcinou kodujici SigE7 Lamp.
Tak mize byt vysvétleno niz§i mnozstvi detekovanych IFN-y CD8+ T bunék. Déle Ize
predpokladat, ze vyssi a dlouhodobéjsi produkce vCCI proteinu po opakované aplikaci
DNA vakciny mohla vést, na rozdil od vCCI produkovaného VACV, k blokadé¢ CCL5
indukované migrace aktivovanych T buné¢k do periferie.

Béhem analyzy hladiny chemokinti v my$im séru, po i.p. aplikaci P13-Sig-vCCl,
byly detekovany nizsi hladiny chemokini CCL17/TARC a CCL22/MDC. V literatuie je
popsana vyznamna exprese téchto chemokini koznimi dendritickymi bufikami b&éhem
zanétu. Blokada téchto chemokinl mize ovlivnit aktivaci specifické imunity po i.d. podani
DNA biolistickou metodou. CCL17 a CCL22 ovliviiuji buiikky exprimujici CCR4, které
maji prevazné fenotyp Th2. Produkce téchto chemokinl dendritickymi bunikami mize vést
Kk posileni Th2 odpovédi. Jejich blokada by tedy mohla na rozdil od blokady CCL5 naopak
posilit Thl odpovéd. Podle naSeho nazoru lze mirné zlepSeni terapie TC-1 nadort
doprovazené horsi specifickou imunitou vysvétlit inhibici vySe jmenovanych chemokint
vlivem vCCI v mikroprostiedi nadoru.

V souhrnu vysledky naseho zkoumani ukazuji, ze klon P13 atenuovaného rVACV
kmene PRAHA netvofi, diky zkrdceni signdlni peptidové sekvence, funkéni sekrecni
formu vCCI. Tato zjisténa vlastnost viru koreluje se zvySenou hladinu CC chemokinti
CCL5, CCL2, CXCLY9, CCL11, CCL17 a CCL22 v krvi mysi infikovanych VACV P13.
Obnoveni funkéni formy genu vCCI snizilo mnozeni viru in vivo, nicméné neovlivnilo
jeho schopnost vyvolat imunitni odpoved’ T bunék. Pii porovnani s rodiCovskym virem se
v terapeutickém uspotradani snizila jeho protinddorova ucinnost. Koexprese vCCI snizila
imunizacni schopnosti DNA vakcin. NasSe vysledky by mohly byt uzite¢né pii vybéru
rodic¢ovskych virt pouzivanych pro konstrukeci imunizac¢nich vektort.

Vyse uvedené vysledky poskytuji zajimavy pohled na rizné schopnosti vCCl
prispét k navozeni specifické protinadorové imunity, pokud je pouzit v ramci rtiznych
vakcinacnich vektort.

V piipadé zakomponovani do silné¢ imunogenniho vektoru jako je VACV mize,
diky navozené imunité, dojit k omezeni replikace viru a v jeho disledku ke snizeni exprese
jak specifického antigenu, tak proteinu vCCI. Pfi intraperitonedlnim podani VACV
s expresi Flt-3 ligandu (Zurkova et al., 2010) kopirovala hladina tohoto proteinu pribézné

mnozeni viru v mysi. Flt-3 doséhl svého maxima 4. den po infekci a jiz 7. den nebyly jeho
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hladiny v séru detekovatelné. Z toho lze usuzovat, ze po eliminaci viru dojde
soucasn¢ k rychlému poklesu exprimovaného transgenu.

V ramci testovani hladiny vCCI v séru mysi, kterym byl podan lentivirus kodujici
tento protein, byl vCCI detekovan mésice po aplikaci. To bylo ale doprovazeno trvalou
detekci lentivirové DNA v jaterni tkani, ktera byla lentivirem dlouhodobé¢ infikovana
(Bursill et al., 2009). Proto 1ze piedpokladat, ze po intraperitonealnim podani viru vakcinie
dochazi nejspiSe k prili§ kratké produkci vCCI proteinu virem vakcinie a neni tedy
pravdépodobné, ze by vtomto piipadé ptiznivé ovliviioval imunosupresivni prostiedi
nadoru.

Zcela jina situace nastava pii podani vCCI ve form¢é¢ DNA vakciny, kterd je pro
navozeni specifické imunity vtomto pfipadé mnohem piiznivéjsi. Po aplikaci DNA
vakciny gene gunem mize exprese daného proteinu pietrvavat i mésice (Guan et al., 2010).
Muze tedy dojit k vysoké a dlouhodobé expresi vCClI, ktery svou schopnosti vazat CC
chemokiny muze pravdépodobné piiznivé ovlivnit imunosupresivni prostfedi nadoru.
Podobny efekt byl popsan pii terapii TC-1 nadorii vakcinia virem, ktera byla doprovazena

opakovanym podanim protilatek proti proteinu vCCI (Fridlender et al., 2010a).

5.2 Imunoterapie TC-1/A9 nadoru s nizsi expresi molekul
MHCI kombinujici DNA imunizaci s intratumoralnim
podanim VACYV exprimujicich GM-CSF

Cilem tohoto projektu bylo posoudit vliv VACV kment P13 a MVA exprimujicich
GM-CSF na protinadorovy efekt navozeny DNA vakcinaci.

Bylo opakovan¢ zjisténo, ze GM-CSF se chova jako imunitni adjuvans vakcin diky
své schopnosti stimulovat antigen prezentujici bunky, coz ma za nasledek zvySenou
aktivaci CD4+, CD8+ T bunék a CD1d+ NKI1.1 buné€k a zvySenou produkci protilatek.
Navic ockovani s naddorovymi buiikami upravenymi ex vivo tak, aby tvofily GM-CSF
vyvolalo silnou a dlouhotrvajici protinadorovou imunitu (Dranoff, 2002).

V mySim nadorovém modelu bylo prokazano, Ze adjuvantni a protinadorova
aktivita GM-CSF zavisi na davce a zpusobu podani (Serafini et al., 2004c). Vzhledem ke
skutecnosti, Ze koncentrace rekombinantnich cytokini podanych injekéné velmi rychle
klesa (Kudo-Saito et al., 2005) a také aby byla minimalizovana imunosupresivni aktivita
vyvolana vysokou koncentraci GM-CSF v mist¢ vpichu, jsme podali GM-CSF
prostfednictvim Zivych rekombinantnich virt vakcinie. Pouzili jsme poxvirovy vektor,

protoze ucinné infikuje Sirokou skalu sav¢ich bunék in vivo, velikost exprese transgenu lze
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upravit typem pouzit¢tho promotoru a jeho pouziti neptedstavuje zaddné riziko
inzer¢ni mutageneze.

Pfi imunoterapii mysich nadorti asociovanych s HPV TC-1/A9 snizsi expresi
MHCI podanim DNA vakciny pBSC/E7GGG.GUS metodou ,,gene gun® spolecné s
rVACV exprimujici GM-CSF jsme zjistili, ze aplikace nereplikujiciho se MVA-GM-CSF,
ktery produkoval nizsi hladiny GM-CSF pfinaselo lepsi vysledky, nez pouZiti replikujiciho
se P13-GM-CSF, ktery navozoval vysokou expresi transgenu.

Pfi porovnavani tfi riznych cest podani viru byl nejvyssi ucinek pozorovan pii
opakovaném podani MVA-GM-CSF viru prostiednictvim i.t. injekci. Ve studiich, v nichz
byla protinadorova ucinnost GM-CSF také nejvyssi v pfipadé podani do mikroprostiedi
nadorl, byla pozorovdna zména aktivacnio stavu antigen prezentujicich bunék v
regionalnich lymfatickych uzlinach (Kass et al., 2001; Vuylsteke et al., 2004). Patrn¢ také
v nasem pokusu mél GM-CSF tvofeny po i.t. injekci MVA-GM-CSF pouze lokalni Gcinek,
protoze jeho vlivem nedoSlo k zvySeni mnozstvi E7 specifickych T bunék navozenych
DNA vakcinou, kterd byla poddna gen gunem do oblasti bficha. Vzhledem k této
skutecnosti predpokladame, pozitivni vliv i.t. inokulace nereplikujiciho se MVA-GM-CSF
na protinadorovy ufinek DNA vakcinace mohl byt zpiisoben jeho vlivem na mistni
nadorové mikroprostiedi.

Prace provedené v minulosti ukéazaly, Ze intratumordlni aplikace genu pro
GM-CSF vedla k zvyseni pocty DB, tumor infiltrujicich leukocytd a hladin IFN-y, IL-12 a
nékterych chemokinti v nadoru (Pan et al., 2004).

Ovlivéni nadorového mikroprostiedi 1éébou bylo zkoumano histologickym
vySetfenim nadord. Analyzou bunék infiltrujicich nador byla zjist€no pouze vétsi mnoZzstvi
CD3+ T bun€k v ptipadé mysi, kterym byl spole¢né s i.d.podanou DNA vakcinou
vstielenou gene gunem opakované intratumoralné injikovan virus MVA-GM-CSF.
Vysetieni buné€k infiltrujicich nador pritokovou cytometrii po obarveni monoklonalnimi
protilatkami proti povrchovym markerim makrofagt, dendritickych bun¢k a neutrofild,
nebyly zjistény rozdily mezi jednotlivymi skupinami mysi. Soucasné nebylo zaznamenano
zvySené mnozstvi myeloidnich leukocytli, zc¢ehoz je mozné usuzovat, ze mnoZstvi
GM-CSF produkované virem MVA-GM-CSF nevedlo k proliferaci imunosupresivnich
Gr1*/C11b* (Serafini et al., 2004c). I pii analyze bunék infiltrujicich nddor pritokovou
cytometrii bylo pozorovano vyssi procento CD3" T bungk.

Déle bylo priutokovou cytometrii na povrchu nadorovych bunck izolovanych

z nadordt a podrobenych DNA vakcinaci zji$téno zvySeni exprese MHCI. Na tento fakt
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vSak neméla vliv produkce GM-CSF soucasn¢ podanym rVACV do nadoru.
Zvysend exprese MHCI je pravdépodobné zpiisobend IFN-y produkovanym E7
specifickymi T bunikami a IFN-o/B plasmacytoidnimi dendritickymi buitkami po jejich
stimulaci CpG motivy DNA bakterialniho plazmidu.

Mizeme také spekulovat, ze v tomto pfipad¢é doslo k aktivaci takzvané antigenni
kaskady, kdy je prostfednictvim cross-prezentace indukovana odpovéd specifickych
CD8+ T bunck vici dalSim antigenim exprimovanym nadorem, které nebyly soucasti
vakciny a tato odpovéd mize byt mnohem silngj$i, nez odpovéd’ indukovana vakcinou
(Kudo-Saito et al., 2005) .

Nadory snizs§i expresi MHCI nemohou byt u¢inné eliminovany vakcina¢nimi
postupy, zalozenymi na navozeni specifické T bunééné odpovédi, které je zavislé na
prezentaci antigenu pomoci MHCI. Nicméné vliv  DNA vakciny na terapii MHCI
negativnich naddorti miiZze byt zesilen imunizaci nddorovymi bunikami exprimujicimi GM-
CSF, jak jiz bylo dfive zjisténo s pouzitim nadorového modelu HPV16 E6 E7 + MKI16
(Rittich et al., 2005b). V ramci kombinované imunoterapie popsané v této praci je virovy
vektor pouzit pro in situ expresi cytokinu, coz nahrazuje Casov€é naro¢nou piipravu
bunéénych linii exprimujicich cytokiny z nddorovych bunék pacienta.

Podobné jako v jiné studii (Nair et al., 2006) doslo i v naSem experimentu pouze
k pfechodné inhibici riistu nadort. Lze usuzovat, ze jako u intratumoralni injekce 1L-12 a
GM-CSF patrné dochézi k lokdlnimu zvyseni IFN-y a poklesu imunosupresivnich cytokini
TGF-B a IL-10. Tento ucinek je pouze prechodny a nasleduje zvySeni mnozstvi T
supresorovych buné€k v nadoru doprovazené opétovnym zvySenim TGF-f a IL-10 (Nair et
al., 2006). Nezaznamenali jsme poskozeni vnitfnich organt, které bylo pozorovano pfi
testovani nadorovych bun€k produkujicich zna¢né mnozstvi GM-CSF (Petrackova et al.,
2012).

Vysledky této studie ukazuji, Ze nereplikujici se virus vakcinie MVA-GM-CSF je
vhodnym ndastrojem pro mistni dodani GM-CSF, coz neinterferuje s imunizaci DNA
vakcinou proti antigenu E7 a ptispiva k protinddorovym ucinklim imunizace proti nadorim

se snizenou expresi MHC molekul I. tfidy.

6. Zavér

V ramci obou projektl této prace byl testovan vliv imunologickych adjuvans na
navozeni protinddorového ucinku prostfednictvim rVACV. V ptipad¢ manipulace s genem
vCCI mohl byt vzhledem k jeho funkci chemokin vazebného imunomodula¢niho proteinu
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piedpokladéan vliv jak na Grovni viru, tak na Grovni mikroprosttedi nadoru, jehoz
imunosupresivni vlastnosti mohl, diky své schopnosti vazat chemokiny CCL2 a CCLS5,
pozitivné ovlivnit.

Pti studiu genu vCClI byly sestrojeny dele¢ni mutanty pro gen vCCI VACV kmenu
P13. Déle byly pfipraveny revertanty s opét vlozenym genem vCCI. Protoze sekvenace
N-konce genu vCCI kmenu Praha prokéazala neptitomnost funkéni signalni sekvence, byly
zkonstruovany revertni viry s vlozenymi nasyntetizovanymi oligonukleotidy, cimz byla
obnovena funk¢ni signalni sekvence. Produkce proteinu vCCI a jeho chemokin vazebna
aktivita byla ovéfena western blotem a experimentem s pouzitim MIP-10**I a sitovaciho
¢inidla.

Béhem testovani schopnosti jednotlivych rVACV produkujicich rtzné formy
proteinu vCCI navodit protinadorovy efekt proti TC-1 nadorim pii preventivnim a
terapeutickém uspofadani experimentu, nebyly mezi jednotlivymi rekombinantami zjiStény
signifikantni rozdily. Tento zavér koreloval s vysledky zjisténymi analyzou specifické
bunééné imunity proti proteinu HPV E7 testované metodou ELISPOT IFN-y a barveni
pomoci tetrameru, kde také nebyly mezi jednotlivymi rekombinantami zjistény
signifikantni rozdily. Odpovidajici korelace nebyla zjiSténa ani pfi analyze populaci
splenocytli pomoci pratokové cytometrie.

Viry produkujici sekreéni formu vCCI byly analyzou mnoZstvi virové DNA
v ovariich infikovanych mysi a titrem specifickych antiVACV protilatek v séru

Pomoci experimentu srovnavajiciho imunogennost rekombinant kodujicich rizné
formy genu vCCI po imunizaci DNA vakcinou pBSCVCCI nebyl prokazan vliv imunity
proti tomuto proteinu na imunizacni vlastnosti vird. Vzhledem k nizkym hladindm proteinu
vCCI dosazenym pomoci rVACV nebyl piedpokladan jeho vliv na nddoroveé
mikroprostiedi.

Aplikace DNA vakciny exprimujici sekrecni formu genu vCCl vSigCCl vedla
k indukci slabsi specifické imunity méfené metodou ELISPOT IFN-y pii spole¢né
imunizaci s plazmidem, ktery exprimoval gen SigE7LAMP. Velikost tohoto efektu byla
zavisla na mnozstvi DNA vakciny. Pii tomto zptisobu imunizace ovSem doslo k mirnému
zesileni protinddorového ucinku proti TC-1 nadortim, a to jak pfi preventivnim, tak pfi
terapeutickém uspotadani experimentu. Vzhledem k teoretické predstavé o ptisobeni vCCI
na soucasti imunity (vazba chemokini CCL2 a CCL5) béhem navozeni protinddorové

imunitni reakce, Ize predpoklddat vliv na imunosupresivni prostifedi nadoru.
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Pii kombinované imunoterapii nadorti TC-1/A9 s nizsi expresi MHCI pomoci DNA
vakciny pBSC/E7.GGG.GUS, aplikované metodou ,,gene gun®“ a doprovazené injekci
rVACV exprimujici GM-CSF, jez byly podany riznymi zpiisoby (i.n., i.p., i.t.), byla jako
nejucinnéjsi vzhledem k dosazenému protinadorovému efektu vyhodnocena terapie DNA
vakcinou spojend s opakovanym podanim MV A-GM-CSF do nadoru.

V ramci analyzy bun€k nadorti bylo zjisténo pouze vyssi procento CD3+ T buné&k
infiltrujicich nador, cozZ pozitivné korelovalo s podanim viru MVA-GM-CSF do nadoru a
vyssi expresi MHCI nadorovymi bunkami.

Spoleénym cilem obou projekti bylo ovéfeni vlivu imunologickych adjuvans na
protinadorové vlastnosti VACV a DNA vakcin pouzitych pro imunoterapii nadort
indukovanych papilomaviry.

Ukézalo se, ze jak protein vCCl, tak lokalné exprimovany GM-CSF mohou plsobit
jako imunologicka adjuvans posilujici protinadorovy efekt. Jejich Gispé$né pouziti je vSak
omezeno vedlejSimi ucinky, jako je napf. navozeni inhibice ucinku GM-CSF
imunosupresivnimi T bufikami, které budou muset byt brany v potaz pii budoucich
vyzkumech.

Vysledky prace vytvareji prostor pro dalsi vyzkumy s pouzitymi adjuvans. Cilené
zasahy do procesu navozeni imunitni reakce prostfednictvim proteintit vCCI a GM-CSF,
které by byly doprovazeny diikladnou analyzou probihajicich procesti obzvlasté metodami
umoziujicimi dynamické zobrazovani in vivo, jako je napt. dvoufotonova mikroskopie, by
mohly pfispét k lepS§imu pochopeni vztahu vysledného efektu se sledovanymi parametry
imunity (Deguine et al., 2010). Tyto metody mohou podpofit dalsi zkoumani patogeneze
virové infekce, interakce viru s imunitou hostitele, ¢i mechanismu navozeni protivirové a
protinddorové imunity. Tak by mohly byt v budoucnu konstruovany vakciny, které¢ by

definovanymi zasahy do imunity navozovaly poZadované efekty.
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Abstract

Viral CC chemokine inhibitor (vCCI) of the clone P13 vaccinia virus (VACYV) strain PRAHA lacks eight amino
acids in the signal peptide sequence. To study the influence of vCCI on virus biology, a virus with the vCCI gene
coding for a prolonged signal sequence was prepared. We found that secreted vCCI attenuated the virus in vivo,
and that it correlated with decreased levels of RANTES, eotaxin, TARC, and MDC in the blood in comparison
with the parental virus. We determined the influence of vCCI on the CTL response against VACV E3(140 148
(VGPSNSPTF) and HPV16 E7 4957, (RAHYNIVTE) H-2DP-restricted epitopes. The examination of the specific
CTL response elicited by immunization with the recombinant VACV-expressing tumor-associated HPV16 E7
antigen by IFN-y ELISPOT showed that the immunogenicity of the recombinant VACV-producing secretory
vCClI was similar to that of the parent virus or deletion mutant in the C23L/B29R locus. Immunization with the
secretory vCCl-producing recombinant virus has a lower therapeutic anti-tumor effect against TC-1 tumors.
Viral CCI downregulated the E7-specific response induced by gene gun immunization with the DNA vaccines
pBSC-SigE7 LAMP and pBSC-vCCI. We also observed that the immune response against vCCI elicited by the

DNA vaccine did not affect the multiplication of VACV in vivo.

Introduction

HEMOKINES ARE SOLUBLE SMALL PROTEINS (8-14 kDa)

which are important in inflammation, embryogenesis,
wound healing, angiogenesis, tumorigenicity, and natural
and adaptive immunity against microbial pathogens. Binding
to cognate 7-span transmembrane G protein-coupled recep-
tors elicits responses of various target cells (1,2). It results in
cell migration, macrophage activation, T-cell activation, and
cytokine production, or dendritic cell maturation. Virus in-
fection leads to the upregulation of the expression of multiple
chemokine genes that are important for the antiviral response
(3). To impair host defense, many viruses developed elaborate
means to counteract chemokines (4). Poxviruses, the large
DNA viruses that encode many immunomodulatory factors,
have several mechanisms available to block chemokine ac-
tivity. One type of secretory viral CC chemokine inhibitors
(vCCI) (5) is encoded by many members of the poxvirus
family, such as some vaccinia virus strains, cowpox virus,
camelpox virus, variola virus, Shope fibroma virus, and

myxoma virus (6-8). The 35- to 40-kDa protein has no ho-
mology to any known cellular chemokine receptor or to any
other eukaryotic protein. Viral CCI has the ability to bind
most CC chemokines (vCClI) with high affinity, thus blocking
the interaction with a cellular receptor; however, they do not
bind to CXC, C, or CX3C chemokines (9). Secretory vCCI from
the Lister strain of vaccinia virus reduces virus virulence and
the inflammatory response to infection, as demonstrated in
a murine intranasal model (10).

Chemokines play an important role in tumorigenesis.
Tumor cells and stromal cells like fibroblasts and leukocytes
produce many chemokines which sustain the growth of tumor
cells, induce angiogenesis, and facilitate the immune escape of
tumor cells. Some CC chemokines contribute to angiogenic
progression and development. Monocyte chemotactic protein-
1 (MCP-1 or CCL2) is known to potentiate the activity of vas-
cular endothelial growth factor (VEGF) (11) and transforming
growth factor-f (TGF-f) (12). MCP-1 expression in the tumor
may mediate angiogenesis through prominent recruitment of
macrophages, which subsequently produce angiogenic factors
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such as tumor necrosis factor-o (TNF-«), interleukin-6 (IL-6),
and IL-8 (13,14). In addition to MCP-1, other CC chemokines
have been shown to mediate angiogenesis and modulate ex-
tracellular matrix in vivo (15-20). The chemokines MCP-1 and
RANTES (CCL5) produced by tumors induce the formation of
the immunosuppressive environment through initiation of
migration of tumor-associated macrophages (TAM) into tumor
stroma, which leads to the inhibition of tumor-specific T-cell
effectors (21). Attracted TAMs are also stimulated by these
chemokines to higher levels of production of pro-tumorigenic
factors that promote angiogenesis and degradation of the ex-
tracellular matrix, such as the matrix metalloproteinases MMP2
and MMP3, and production of inflammatory cytokines like
TNF-o, that induce additional production of tumor-supporting
factors such as MMP and the chemokines MCP-1 and RANTES
by tumor cells. This shows that MCP-1 and RANTES are at the
beginning of the malignant process, inducing repeated cycles
of attraction of monocytes and secretion of pro-tumorigenic
factors (22). Although the described mode of MCP-1 and
RANTES action is employed during breast cancer progression,
a similar situation may arise during cervical cancer progres-
sion. Elevated plasma levels of RANTES were found in higher
stages of cervical cancer, and the amount of RANTES was
considerably increased in the primary tumor and metastases
in all patients. The higher number of macrophages developing
the pro-malignant phenotype correlating with carcinogenesis
was observed in the tumor stroma of patients with high-grade
cervical intraepithelial neoplasia and cancer (23). TAMs also
play an important role in the development of TC-1 tumors (24).

Poxviruses have been used many times in experimental
cancer therapy. They function either as vehicles for deliver-
ing therapeutic genes such as tumor-associated antigens and
immunomodulatory molecules, or as oncolytic agents (25).
To date, a large number of clinical studies have been con-
ducted with vaccinia virus (VACV) vectors. It has been
shown that immunization with the vaccinia virus expressing
human papillomavirus 16 and 18 E6 and E7 proteins has an
anti-tumor effect, and the capability to elicit antigen-specific
T-cell responses in laboratory mice (26,27). The therapeutic
effect of these vaccines has also been shown in a number of
studies in patients with vulval and vaginal neoplasia (28-30).

In our work, we wanted to evaluate the contribution of
vCCI to the capability of VACV to induce an immune re-
sponse. To uncover the role of vCCI in the induction of an
antitumor effect by immunization with a recombinant vector
derived from the vaccinia virus strain Praha, we constructed
deletion and insertion mutants encompassing C23L/B29R
loci, and expressing tumor-associated antigen HPV16 E7
protein. Beside the evaluation of the specific CTL response
by IFN-y ELISPOT, the anti-tumor effect against TC-1 tumors
was tested in therapeutic and preventive arrangements. We
also determined the ability of r'VACV to modulate chemo-
kine levels in the sera of immunized mice. We showed that
vCCI decreased specific cellular immunity elicited by DNA
vaccines, and that the vCCl-specific immune response does
not affect multiplication of VACV in vivo.

Materials and Methods

Plasmids

The pD357 plasmid for deletion of vCCI genes from the
vaccinia virus was obtained from A. Patel (Glasgow) (5). To
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prepare revertant viruses, the 4889-bp fragment containing
the C23L gene was amplified by PCR using Pful polymerase,
primers C23L-1: 5-AACAAAGATTCTTCCTCCAAACA-3
and C23L-2: 5-AAAAGAAGAAGTCGCGAGAGG-3’, and
genomic DNA of P13 virus as a template. The amplified
nucleotide sequence was inserted into pCR Blunt TOPO
plasmid (Invitrogen, Carlsbad, CA) and verified by se-
quencing. The pD357 plasmid was digested partially with
Hpal and Nrul, and a fragment containing the C23L gene
was substituted for the f-galactosidase gene. The resulting
plasmid, denoted as pD357-C23L, was cleaved with EcoRI,
and the cassette containing the guanosine phosphoribosyl
transferase (gpt) gene from E. coli and the vaccinia virus p7.5
promoter was inserted. The gpt cassette had been excised
from the plasmid pGPT07 (31) and provided with EcoRI-
compatible ends. The resulting plasmid was denoted as
pD357-Rev. The plasmid for generation of P13 virus, which
could express the secreted vCCI, was prepared from pD357-
C23L plasmid by cutting with Sphl and ligation with the
annealed oligonucleotides 35Sig-1: 5-TATGTGCCTGGCGG
CAGCTGCCATG-3, and 35Sig-2: 5-GCAGCTGCCGCCA
GGCACATACATG-3'. The sequence and orientation of the
insert was determined by sequencing (Fig. 1C). In the next
step, the plasmid was cleaved with EcoRI and the fragment
containing the gpt cassette was inserted. The resulting plasmid
was denoted as pD357-Rev+Sig. The expression plasmid
pBSC-Sig vCCI was prepared by the ligation of the pBSC
plasmid (32) digested with Xhol and BglII restriction endonu-
cleases with the PCR fragment amplified using vaccinia LIVP1:
5-ATTCTCGAGCCGCCATGAAACAATATATCGTCC-3" and
LIVP2: 5-TTCAGATCTATAGAGTTATCGATTCAG-3’ prim-
ers, and the vaccinia LIVP genomic DNA as a template, and
digested with the same enzymes as the plasmid. The pBSC-
SigE7LAMP plasmid was described earlier (32).

Viruses and cells

Vaccinia virus clone P13 was isolated from the Sevac
VARIE smallpox vaccine (strain Praha) (33). Vaccinia virus
LIVP (Lister strain) was obtained from W. Chernos, Moscow,
Russia. Viruses were multiplied in BSC40 cells, purified by
sucrose-gradient centrifugation (34), and titrated in CV-1
cells. The recombinant virus P13-E7GGG (35) contains the
gene of modified E7 protein inserted in the TK gene. EZGGG
expression is controlled from the H5 early-late promoter. The
P13-PreS2-S virus was described previously (36). HPV16
E6E7-expressing TC-1 cells, derived from C57BL/6 mice,
were kindly provided by T.C. Wu (Baltimore). The cells were
cultivated in modified E-MEM (EPL) medium containing
bovine serum growth-active proteins but no complete serum
(37). RMA-S cells obtained from M. Smahel from our de-
partment were grown in RPMI-1640 supplemented with 10%
FCS, 2mM L-glutamine, 100 U/mL penicillin, 100 ug/mL
streptomycin, and 10 uM f2-mercaptoethanol.

Construction of VV recombinants

Deletion of the vCCI gene (C23L/B29R loci) was achieved
by their replacement with the f-galactosidase gene using
homologous recombination with the plasmid pD357 (5).
Double deletion mutants were selected by repeated isolation
of stable “blue plaque” viruses. The absence of the vCCI
coding sequence was confirmed by PCR using primers
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A Comparison of N-terminal sequence of CCI from various VACV strains and cowpoxvirus

Lister (P19063.1) MKQYIVLACMCLAAAAMPASLQQOSSSSSSSCTEEENKHHM
Copenhagen (AAA47970.1) MHVPASLQQSSSSSSSCTEEENKHHM
WR (YP 232883.1)

Cowpox (AAM 76308.1)

MHVPASLQQSSSSSSSCTEEENKHHM
MKQYIVLACMCLAAARMPT SLOQSSSS———-CTEEENKHHM

LIVP(AAM 762921.1)
Praha P13
Praha P13+Sig

MKQYIVLACMCLAAAAMPASLQQOSSSSSSSCTEEENKHHM
MHVPASLQQOSSSS——-CTEEENKHHM
MKQYIVLACMCLAAAAMHVPASIQQOSSSS-CTEEENKHHM

B Coding sequence of the CCI N-terminus of VACV Praha P13

Sphl
ATG ARA CAA TAT ATC GTC CTG GC ATG CAT GTG CCT GCC AGT CTT CAG CAA TCA TCC TCC TCG
M H VvV P A S L © © S S8 8 =8

T

c The reconstructed N-terminal CCl sequence of VACV Praha P13

ATG ARA CAA TAT ATC GTC CTG GCA TGt atg tgc ctg gcg gca get gcec atg CAT GTG CCT GCC
TAC TTT GIT ATA TAG CAG GAC Cgt aca tac acg gac cgc cgt cga cgG TAC GTA CAC GGA CGG

M K Q Y I v L A c M C

L A A A A M H v L2y A.. .

FIG. 1.

N-terminal sequence of vCClI of the vaccine strain PRAHA. (A) Comparison of the N-terminal amino acid sequences

of various VACV strains and cowpoxvirus. The accession numbers are shown in parentheses. (B) Coding sequences of the
vCCI of VACV-P13, and (C) of the reconstructed P13-Sig-vCCI. The sequence of the synthetic oligonucleotide insert is shown
in italics. The site of insertion (restriction enzyme Sphl) is underlined.

5-TCTCTTCTTCGCTATCTG-3" and 5-ACACCGACCAAT
GATAAGAT-3". The resulting virus was denoted as P13-
AvCCI. To prepare the virus carrying the gene for vCCI
containing the full-length signal sequence (P13-Sig-vCClI),
the P13-AvCCI virus was recombined with the pD357-
Rev +Sig plasmid. The P13-Sig-vCClI virus was isolated us-
ing transient dominant selection (31). First, recombinant
viruses carrying the gpt gene were selected and double
plaque purified under selection pressure (mycophenolic acid
25 ug/mL, xanthine 250 ug/mL, and hypoxanthine 14 ug/
mL). Subsequently, another double plaque purification pro-
cedure with selection of “white plaques” enabled reversion
to the gpt— phenotype and insertion of the vCCI coding
region into both loci. The revertants of P13-AvCCI and P13-
Sig-vCCI to the parental genotype, which are denoted as
RevP13-AvCCI and RevP13-Sig-vCCI, respectively, were
prepared by recombination with pD357-Rev and selected by
the same method. Revertant viruses were confirmed by PCR.

DNA immunization

Mice were immunized at a 2-week interval with three
doses of plasmid DNA coated onto 0.5-mg, 1-um gold par-
ticles (Bio-Rad, Hercules, CA) by the procedure re-
commended by the producer. Vaccines were delivered into
the shaven skin of the abdomen at a discharge pressure of
400 psi by a gene gun (Bio-Rad).

Antibodies to viral chemokine inhibitor

Mouse antisera against vCCI were prepared by immuni-
zation with DNA vaccine encoding pBSC-vCCI. Mice re-

ceived three doses administered at 2-week intervals. The sera
were collected 2 wk after the last immunization.

Animal experiments

Six-week-old C57BL/6 (H-2°) female mice obtained from
Charles River, Cologne, Germany, were used for all experi-
ments. The animals were maintained under standard con-
ditions at the National Institute of Public Health (Prague).
The experiments were performed in compliance with Acts
no. 246/92 and 77 /2004 on animal 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 (IP) with 0.5mL PBS con-
taining sonicated suspension of rVACV.

Tumor induction

Mice received a dose of 3x10* TC-1 cells injected subcu-
taneously (SC) into the back. Tumor growth was measured
weekly. Differences were statistically analyzed using Prism
3.0 software (GraphPad Software Inc., San Diego, CA).

Immunoblotting

CV-1 cells were infected at MOI 3 with vaccinia virus. Two
hours later, the medium was replaced with RPMI without
serum. After 20h, the supernatants were separated, cell
cultures were washed twice with PBS, and resuspended in
PBS containing protease inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Germany). The cells were lysed with Laemmli
buffer containing 2-mercaptoethanol and heated at 95°C for


http://online.liebertpub.com/action/showImage?doi=10.1089/vim.2011.0090&iName=master.img-000.jpg&w=468&h=269

414

5min. The supernatant of infected cells was supplemented
with protease cocktail inhibitor, clarified, and concentrated
using Amicon Ultracell-10k (Millipore, Billerica, MA). The
concentrate was mixed with Laemmli buffer containing 2-
mercaptoethanol and heated at 95°C for 5 min. Proteins were
separated by SDS-PAGE in a 12% gel and transferred to a
nitrocellulose membrane (Hybond-C Extra, Amersham, Pis-
cataway Township, NJ). The membrane, preincubated with
10% skim milk in PBS for 1h, was incubated with mouse
antiserum against vCCI diluted 1:50 in PBS containing 5%
milk at 4°C overnight. The membrane was cut into strips for
the examination of the individual mouse sera. After washing,
the membrane was incubated with rabbit anti-mouse IgG
horseradish-peroxidase-conjugated secondary antibody di-
luted 1:4000 (Sigma-Aldrich) for 2 h. Proteins were visualized
with the ECL Plus system (Amersham).

Ligand binding

The cross-linking experiment was performed as described
by Alcami et al. (6). The supernatant of infected CV1 cells
was prepared by the same procedure as for immunoblotting.
The concentrate, equivalent of 20,000 cells, was used for each
cross-linking reaction. We utilized radioiodinated human
recombinant 0.4nM macrophage inflammatory protein-lo
(MIP-1)) '*T (2000 Ci/mmol) (GE Healthcare, Pittsburgh,
PA), 40mM 1-ethyl-3(3-dimethyl-aminopropyl)-carbodiimide
(EDC) (Sigma-Aldrich), and 5 uL of concentrated supernatant
in 25 uL of binding medium (RPMI 1640, 20 mM HEPES [pH
7.4], 0.1% BSA). The samples were analyzed by SDS-PAGE
on a 12% gel. The gel was exposed and scanned on a Phos-
phorimager (Fuji, Cypress, CA).

Detection of chemokine levels by ELISA

Levels of 12 common mouse chemokines (RANTES, MCP-
1, MIP-1a, MIP-1f3, SDF-1, 1P10, MIG, EOTAXIN, TARC,
MDC, KC, and 6Ckine) in mouse sera were determined using
a Multi-Analyte ELISArray Kit (SABiosciences, Frederick,
MD), according to the manufacturer’s instructions. To be
able to perform the complete assay the sera aliquots of four
animals were pooled in each group.

Detection of VACV multiplication in vivo using
quantitative PCR (Q-PCR)

Mice were anesthetized with halothane (Narcotan; Léciva,
Prague, Czech Republic) and sacrificed. The ovaries were
dissected, washed in PBS, and homogenized. DNA was ex-
tracted using a DNeasy Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Ger-
many). Real-time quantitative PCR was performed as
described previously (38).

Assay of immune responses

E7- and VACV-specific T-cell response. The spleens
were removed from mice 12 d after the last immunization
and the response of interferon-y (IFN-y)-producing cells was
determined by ELISPOT IFN-y assay upon in vitro restimu-
lation with 0.025 ug/mL HPV16 E7 4957y (RAHYNIVTF), or
1ug VACV E3(140-148y (VGPSNSPTF) H-2DP-restricted pep-
tides for 20h as described previously (38). The working
concentration was optimized for each peptide. All peptides
were purchased from Clonestar (Brno, Czech Republic). The
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CTL epitope VACV E3(140-145y Was predicted using the
RANKPEP, SYFPEITHI algorithm. We have shown repeat-
edly using the ELISPOT assay and intracellular cytokine
staining test (ICS), that the splenocytes of C57BL/6 mice,
which had been immunized with various strains of VACV
including MVA, responded to stimulation with E3 peptide.
To confirm here the applicability of the VACV E3(140-14s)
(VGPSNSPTF) peptide for the detection of VACV-specific
CTLs, we demonstrate that VACV E3(140145)-specific CTLs
are present in animals immunized with recombinant vaccinia
virus P13 expressing glucuronidase of E. coli (39), and are
absent in non-immunized mice. We show also that such
splenocytes are not activated by the HPV16 E749_57) peptide,
which is irrelevant for vaccinia virus. The response of sple-
nocytes was determined by ELISPOT-IFN-y (Supplementary
Fig. S1A; see online supplementary material at http://
www liebertpub.com), and the responding cell population
was characterized by ICS (Supplementary Fig. S1B; see on-
line supplementary material at http: //www.liebertpub.com).
For ICS staining, the splenocytes were restimulated with
0.01 ug/mL E3 peptide or 0.0025 ug/mL E7 peptide in bulk
culture for 6 d. Twelve hours before staining, the medium
was replaced with fresh medium containing peptide. Bre-
feldin A (GolgiStop; BD Biosciences Pharmingen, San Diego,
CA) was added to the culture medium according to the
manufacturer’s instructions. Surface CD8 molecules were
stained with FITC-conjugated rat anti-mouse CD8 mono-
clonal antibody (eBioscience). Then the cells were fixed and
permeabilized using the Cytofix/Cytoperm kit (BD Bios-
ciences Pharmingen), and intracellular IFN-y was stained
with PE-conjugated rat anti-mouse IFN-y monoclonal anti-
body (eBioscience, San Diego, CA). Further, to determine
binding of the VACV E3(140-145) peptide epitope with the
responsible MHCI molecule, we performed an H-2D" stabi-
lization assay with RMA-S cells as described previously (40).
The cells were pulsed with 10uM E3, E7, or Mlu3zo1
(SIIPSGPLK) peptide at 25°C, and afterward incubated at
37°C. The H2-D" on the cell surface was stained with the
FITC-labeled anti-H2-D® MAb (clone DTDb; Serotec, Oxford,
U.K.). The dead cells were stained with propidium iodide
(PI). The intensity of FITC signal in Pl-negative cells was
determined by flow cytometry. As shown in Supplementary
Fig. S2 (see online supplementary material at http://
www liebertpub.com), the E3(140 145) peptide stabilized the
H2-D" molecules on the surface, similarly to the previously
described HPV16E7 4957, peptide (RAHYNIVTF) (41). As
negative control, we used an H2-D'-irrelevant peptide de-
rived from influenza A M1 protein, or incubation in medium
without any peptide. The MFI values for samples containing
peptide were compared with samples incubated without
peptide. The differences were tested by two-way ANOVA.
The experiment was repeated twice with similar results.

Flow cytometry detection of surface molecules
on splenocytes

The spleens were mechanically disrupted and a single-cell
suspension was acquired after red blood cell lysis using ACK
buffer (0.15M NH4Cl, 10mM KHCO;3, and 0.1 mM EDTA).
Cells were stained with the fluorescently-conjugated mAbs
CD3-FITC, CD4-FITC, CD8-FITC, CD11b-PE, CD11b-FITC,
CD11c-PE, F4/80-PE, and Gr-1(Ly6G-FITC). F4/80-PE mAb
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was purchased from ABD-Serotec (Dusseldorf, Germany),
and the other mAbs were supplied by BD Biosciences
Pharmingen. The expression of surface molecules was de-
termined by flow cytometry using a Coulter-Epics XL flow
cytometer (Beckman Instruments, Williamsville, NY) and
Flow]Jo software (Tree Star, Inc., Ashland, OR).

Results

The putative viral inhibitor of CC chemokines encoded
by the vaccine strain Praha contains a shortened
signal peptide sequence

Our goal was to determine whether the viral inhibitor of
CC chemokines influences the immunogenicity and anti-
tumor activity of recombinant vectors derived from an at-
tenuated vaccinia virus strain. First, we sequenced the region
encoding the N-terminal part of vCCI of the P13 clone of the
strain PRAHA. The comparison of the amino acid sequence
translated from a portion of a 4889-bp fragment amplified
using C23L-1 and C23L-2 primers with the amino acid se-
quence of vCCI from other poxviruses revealed that the
strain PRAHA encodes vCCI lacking 8 amino acids inside
the signal peptide sequence (Fig. 1A and B).

Prolongation of the signal sequence of vCCI results
in restoration of functional vCCI production

The production of vCCI by CV1 cells infected with re-
combinant viruses derived from P13 virus was examined by
immunoblot (Fig. 2A). For the detection, a specific antiserum
prepared by immunization of mice with the vCCI gene of
LIVP in the form of DNA vaccine was used (see materials
and methods section). We did not detect any vCCI in the
concentrated culture medium of cells infected with the par-
ent P13 virus carrying the E7ZGGG gene or in mock-infected
cells. In the lysate prepared from cells infected with P13-
E7GGG, we found only a faint nonspecific band, which was
also present in the lysate of mock-infected cells and cells
infected with P13-AvCCI-E7GG. To prepare a virus P13 that
produces secreted vCCI similarly to the Lister virus, the
signal sequence of vCCI-P13 was restored by the insertion of
an oligonucleotide coding for eight additional amino acids
(Fig. 1C). Immunoblot analysis showed that CV1 cells in-
fected with the resulting virus P13-Sig-vCCI E7GGG secreted
the vCClI of the same size as did the LIVP virus (Fig. 2A).

The band of intracellular vCCI detected in samples of
cells infected with LIVP and P13-Sig-vCCI-E7GGG was more
intense than the non-specific band. In the lysate of LIVP-
infected cells, two more bands of a smaller size were de-
tected, probably representing vCCI fragments. Moreover, the
supernatant of the cells infected with the P13-Sig-vCClI virus
showed similar MIP-1¢ chemokine binding activity as the
supernatant from the cells infected with the LIVP virus (Fig.
2B). The supernatant of mock-infected cells or cells infected
with the parental P13 virus showed no chemokine binding
activity. A faint band of lower size appeared if cross-linking
agent was used in the absence of any supernatant.

Secretory vCCI modulates chemokine levels
in the blood of VACV-infected mice

To determine the activity of rescued vCCI production
in vivo, we examined the amount of common chemokines in
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the blood of infected mice by ELISA. The results of two ex-
periments are shown in Table 1. The administration of the
P13-E7GGG virus increased the level of RANTES, MCP-1,
MIG, eotaxin, TARC, MDC, and KC, on day 3 in comparison
with mock-infected mice. The blood of all groups of mice
contained non-detectable amounts of MIP-1¢ and GCkine. In
comparison with undeleted P13-E7GGG virus, the infection
with P13-Sig-vCCI-E7GGG reduced the levels of RANTES,
eotaxin, TARC, and MDC in the blood. Production of vCCI
by vaccinia virus had no effect on the amount of MCP-1,
MIG, or KC on day 3. The levels of eotaxin and MDC de-
creased gradually, and the differences found on day 4 were
smaller than those on day 3. The values could not be statis-
tically analyzed, because the chemokine levels were mea-
sured in the pooled sera.

Production of secretory vCCl attenuated
P13 VACV in vivo

It has been shown previously that the insertion of the
C23L/B29R encoding region from the Lister strain into the
genome of a highly virulent virus of the WR strain resulted
in a decrease of its virulence in mice. We investigated whe-
ther secretory vCCI could further reduce the virulence of the
highly attenuated vaccine strain Praha. Groups of mice
(n=16) were injected IP with 1x10° PFU of each rVACV on
day 0. The ovaries from four animals of each group were
collected on days 3, 4, 5, and 7. The viral DNA was deter-
mined in the DNA isolated from the ovaries by PCR. DNA of
the viruses P13-E7GGG and P13-AvCCI-E7GGG was de-
tected in five animals, and RevP13-AvCCI-E7GGG in six
animals, during the observed period. Virus P13-SigvCCI-
E7GGG was only found three times on days 3 and 4. Though
the differences were not significant due to considerable
variability, the results of the DNA assay together with the
lower levels of anti-VACV antibodies (Fig. 4B) found in the
infected mice, suggested that rescuing secretory vCCI pro-
duction in P13 virus led to attenuation of viral replication
in vivo (Fig. 3A).

Induction of an antigen-specific immune response
toward vCClI protein elicited by the DNA vaccine had
no effect on VACYV replication in vivo

Next we investigated whether the immunity to vCCI
could modulate viral replication in vivo. We speculated that
neutralization of the secretory vCCI by antibodies might
result in the increase of virulence of VACV. Alternatively, the
VACV-infected cells could be lysed by the vCCl-specific
cytotoxic T cells, which would lead to decreased virus rep-
lication in vivo. Mice immunized with three doses of pBSC-
vCClI or pBSC vaccine were challenged with 10° PFU P13-Sig
vCCI-E7GGG on day 39. The viral DNA was measured
by PCR in the DNA isolated from the ovaries on days 3 and 4
after the challenge. No statistically significant difference was
found between the groups (Fig. 3B). The efficiency of DNA
vaccine was determined by the detection of vCCl-specific
antibodies in individual mouse sera by immunoblot, as
shown in Fig. 3C. We concluded that the presence of anti-
bodies against vCCI did not affect multiplication of a VACV
that produced secretory vCCL
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FIG. 2. Viral CCI production in vitro by (A) immunoblotting assay, or (B) cross-linking assay. The lysate and supernatant of
CV-1 cells infected at MOI 3 for 20 h with P13-E7GGG, P13-Sig-vCCI-E7GGG, P13-AvCCI-E7GGG, or LIVP virus (A), were
separated by SDS-PAGE and transferred to a nitrocellulose membrane. The membrane was incubated with mouse antiserum
against vCCI and rabbit anti-mouse IgG horseradish-peroxidase-conjugated secondary antibody. (B) Supernatants from CV-1
cells infected with P13, LIVP virus, or P13-Sig-vCCI-E7GGG, or mock-infected were cross-linked with 125 Jabeled MIP-1«
using EDC. The samples were separated by SDS-PAGE and the radioactive signal was detected by autoradiography.
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TABLE 1. CHEMOKINE LEVELS IN SERA OF MICE INOCULATED WITH rVACV EXPRESSING S1G-vCCI
Mouse injected with rVACV?®
P13-E7GGG P13-Sig vCCI-E7GGG PBS

Exp. 1° Exp. 2° Exp. 1 Exp. 2 Exp. 1 Exp. 2
Chemokine day 3 day 4 day 3 day 4 day 3 day 4
CCL5 (RANTES) 6.39¢ 3.48 2.88
CCL2 (MCP-1) 7.83 8.32 5.39
CCL3 (MIP-1x) 0 0 0
CCL4 (MIG) 8.07 8.13 0
CCL11 (Eotaxin) 44.26 34.34 36.43 32.33 23.06 32.56
CCL17 (TARC) 2.85 2.12 0
CCL22 (MDC) 19.41 10.51 16.95 8.95 7.43 7.68
KC 3.07 3.15 2.16
CCL21 (GCkine) 0 0 0

®Animals were injected with 3.10° PFU in 0.5mL PBS IP.

*In Experiment 1 blood was collected on day 3. The pool of sera (n=2) was examined for the presence of mouse chemokines.

‘In Experiment 2 blood was collected on day 4. The pool of sera (n=4) was examined for the presence of CCL11 and CCL22.

9The absorbance values were normalized to the baseline value (0%), and to the absorbance that gave the specific chemokine-positive
control supplied in the kit (100%). The data were calculated from absorbance values OD 450-OD 630.

Secretory vCCI does not enhance the immune
response to P13 VACV recombinants and DNA
vaccine

In the next step, we examined the effect of vCCI production
on the immunogenicity of recombinant viruses expressing the
modified HPV16 E7 protein. We determined the CTL response
against the dominant CTL epitope HPV16 E7(49 57 (RAHY-
NIVTF), and against the VACV E3149_143) (VGPSNSPTEF) epi-
tope. We found cellular responses elicited by one dose of 10°
PFU P13-E7GGG, P13-AvCCI-E7GGG, Rev-P13-AvCCI-E7
GGG, or P13-Sig-vCCI-E7GGG, as detected by IFN-y ELISPOT
(Fig. 4A), to be similar in magnitude, with the differences not
being statistically significant. It seems that the response of
CD8™ T cells elicited by the recombinant virus is not affected
by any form of the vCCI gene. To determine the effect of vCCI
expressed by P13-E7GGG on the immune cells, we quantified
the major subpopulations of splenocytes by flow cytometry,
using surface markers CD4, CD8, CD11b, CD11c, CD25, F4/
80, and Gr1. The animals were injected IP with a single dose of
3.10° PFU, and the splenocytes were analyzed on days 3 and
15. We observed that none of the markers had significant
changes in comparison with the splenocytes of naive mice
(data not shown). The antibody response against the vaccinia
virus was examined at two time points. In the first experiment,
blood was collected from animals examined for a CTL re-
sponse on day 12. In the second experiment, mice were
injected with 3.10° PFU and blood was collected on day 35
after virus administration (Fig. 4B). In both experiments
P13-E7GGG elicited a stronger response than P13-Sig-vCClI-
E7GGG in both groups, though the difference was not statis-
tically significant.

To determine the effects of secretory vCCI on the E7-
specific CTL response in the absence of virus infection, we
immunized mice against E7 protein with the DNA vaccine in
combination with the plasmid carrying the vCCI gene from
LIVP virus. The pBSC-SigEZLAMP DNA vaccine and either 1
or 2 ug of pBSC-vCCI or pBSC were shot with a gene gun
subsequently to the same site. The animals received two
doses 2 wk apart. The CTL response was examined 12 d after

the last immunization by IFN-y ELISPOT (Fig. 4C). We ob-
served that the HPV16-E7-specific response was lower in
animals that received the pBSC-vCCI plasmid compared to
the empty plasmid, which implies that the viral CCI has no
enhancing activity on the antigen-specific CTL response. The
difference was statistically significant (p=0.01) when 2 ug of
the plasmids were used. Moreover, the immunization with
the mixture with 2 ug of the pBSC-vCCI plasmid in com-
parison with the empty vector resulted in a decrease in the
number of IFN-y spots (p=0.01), when the splenocytes were
cultured in the absence of E7 peptide. The effect was dose-
dependent, as the addition of 2 ug of the pBSC-vCCI plasmid
reduced the response more than 1 ug (p=0.0057).

Anti-tumor effect of therapeutic immunization against
TC-1 tumors is decreased by the production of
secretory vCClI

To learn whether the binding of chemokines to vCCI
produced in mice with growing tumors can improve the
anti-tumor effect of therapeutic immunization with VACV
expressing HPV16 E7, we immunized mice with P13-
E7GGG or P13-Sig-vCCI-E7GGG and its deletion and re-
version mutants the day following the administration of the
TC-1 cells. As the control virus we used P13-PresS2S, which
expresses the coding sequence of the middle protein of the
surface antigen of the hepatitis B virus. We observed (Fig. 5)
that the immunization with P13-E7GGG or its deletion
mutant had a significant anti-tumor effect in comparison
with the P13-PresS2S, as determined by the t-test on day 27.
The reversion mutants also had an anti-tumor effect, though
it was not significant because of the smaller size of the an-
imal groups. P13-Sig-vCCI-E7GGG had the lowest anti-tu-
mor effect, and the difference was statistically significant in
comparison with P13-E7GGG. The outcome was different
when mice were first immunized with one dose of rFVACV
and TC-1 cells were administered 2 wk later. The immuni-
zation with both P13-E7GGG and P13-Sig-vCCI-E7GGG
resulted in similar inhibition of the growth of tumors (data
not shown).
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FIG. 3. The effect of vCCI on in vivo multiplication of VACV
in naive or immunized mice. (A) Mice were injected IP with
one dose of 1x10° PFU P13-E7GGG, P13-AvCCI-E7GGG,
RevP13-AvCCI-E7GGG, or P13-Sig-vCCI-E7GGG virus, or (B)
were immunized with 1 ug pBSC-vCCI DNA vaccine or con-
trol pBSC vaccine, shot with a gene gun on days 0, 7, and 28.
Subsequently, the animals were injected intraperitoneally with
1x10° P13-Sig-vCCI-E7GGG on day 39. (A and B) Replication
of viral DNA in the ovaries was determined by Q-PCR at the
indicated intervals after virus administration. (C) The presence
of vCCl-specific antibodies in the sera of mice immunized with
1 ug pBSC-vCCI DNA vaccine (lanes 1-4), or control pBSC
vaccine (lanes 5-8), was determined by immunoblot analysis.

Discussion

In our study, we examined the influence of the immuno-
modulatory protein vCCI (35K) on the immunogenicity of
recombinants derived from clone P13 of the vaccine strain
Praha, and their anti-tumor effect against TC-1 tumors. The
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vCCI protein belongs to the group of secreted viral immu-
nomodulatory proteins. Thanks to its capability to efficiently
inhibit CC chemokines that direct migration of macrophages,
monocytes, DCs, and lymphocytes, it can influence different
stages of the antiviral immune response. The importance of
CC chemokines in this process was demonstrated for infec-
tion with the MVA virus, which induces an increased level
of MCP-1 in contrast to the strains Elstree, Wyeth, and WR.
The failure of MVA to prevent chemokine expression by
blocking NF-«B activation and sequestering MCP-1 by vCCI
presumably contributes substantially to its extraordinary
vaccination potential (42). We speculated that the vCCI gene
deletion from the vaccine virus Praha could lead to the cre-
ation of a virus with enhanced immunogenicity that would
induce stronger cellular immunity.

VACV P13 was prepared in our laboratory as a plaque-
purified clone of the vaccine strain Praha (33). When com-
pared with the VACV strains Wyeth, and LIVP (Lister), the
immunogenicity and virulence of the strain Praha is between
that of LIVP and Wyeth virus. The P13 clone is the most
virulent in comparison to the other Praha clones. The virus
LIVP was the most immunogenic and virulent of the three
strains tested. To determine the influence of vCCI on the
biological properties of the vaccine virus P13, we constructed
deletion mutants with insertion inactivation of the C23L/
B29R gene, and revertant viruses with genes inserted at
both loci in the ITRs. In our experiments, we used the P13
virus expressing the weakly immunogenic HPV16 antigen
E7GGG, because it is more suitable for the evaluation of
minor differences in the immunogenicity of the vector than
the other VACV P13-SigE7LAMP, producing a more im-
munogenic form of E7 antigen. This recombinant induces
the complete rejection of TC-1 tumors (35), and would not
allow the measurement of the influence of the small differ-
ence in virulence associated with the immunogenicity of Sig-
vCCL Immunization with P13-E7GGG does not inhibit TC-1
tumor formation, but it is able to slow tumor growth.

The comparison of the P13 vCCI ORF nucleotide sequence
with the orthopoxvirus homologues revealed the highest 5’
end homology of P13 with the vaccinia Copenhagen, WR,
Ankara, MVA, and Tian Tian strains, as well as with most
variola and monkeypox strains. The gene of these viruses
encodes CCI protein lacking the N-terminal signal peptide,
unlike vCCI of VACV Lister, the cowpox viruses Brighton
and GRI-90, and mousepox virus, which have an N-terminal
signal peptide with high cleavage probability between pro-
line 18 and alanine 19. A serine-rich sequence at the N-ter-
minus that is a part of a random coil of the vCCI molecule
contains four residues in the Praha strain. The chemokine
binding activity of vCCI is not changed, whether it contains
four or seven serines in orthopoxviruses, or the TKGI se-
quence, which was found in leporipoxviruses (8). The signal
peptide is essential for CCI secretion, and therefore r'VACV
P13 with the complete signal sequence of vCCI was created.
It was confirmed by Western blot that the virus prepared
secretes CCI protein into the medium, and the cross-linking
experiment showed that vSigCCI is able to bind the '*°I-
radiolabeled chemokine MIP-1o. The biological activity of
vSigCCI produced by P13 virus was also observed in vivo.

The role of immunomodulatory proteins such as CC che-
mokine inhibitors in the pathogenesis of poxvirus infection
can be tested by comparison of the reactions of the host after
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the application of the wild-type virus, and the deletion mu-
tants lacking the studied immunomodulatory protein. The
application route used for the evaluation of VACV CC che-
mokine inhibitors in the mouse model was usually intra-
dermal or intranasal administration (43). We have shown
that the secreted form of vCCI attenuated the multiplication
of IP-injected virus similarly to that previously described
for IN-applied virus (10). However, the IN and ID routes
appropriately mimic the typical natural routes of poxvirus
infection, and they result in high antibody responses but
very low CTL activity. On the other hand, the systemic IP
and IV application routes lead to induction of a strong CTL
response (44). The attenuated P13-E7GGG was able to elicit a
significant CTL response to HPV E7 only after IP inoculation
of a high dose 10° PFU, and for this reason we chose this
route of application. Moreover, IP injection was more con-
venient than the IN route, as we wanted to determine the
influence of the secreted form of vCCI on the anti-tumor
effect of immunization. It is known that the CC chemokines
play an important role during the development of various
tumors (45). Even though the influence of chemokines is
primarily exerted locally, elevated serum levels are often
observed, which correlate with the severity of disease.
Blockade of the CC chemokines after the systemic adminis-
tration of their antagonists may contribute to the inhibition
of the growth of tumors, as was tested in the past in several
preclinical studies (46—49). The positive effect of CC chemo-
kine antagonists on the immunotherapy of tumors can be
also detected via the analysis of the systemic and in-
tratumoral immune responses (50). We also wanted to evoke
the systemic production of vCCI, which could eventually act
in the tumor microenvironment in the course of tumorigen-
esis and induce an anti-tumor response.

When measuring chemokine levels in the serum of mice
on day 3 after IP infection by the parental virus P13-E7GGG,
we found increased levels of the chemokines MCP-1, MIG,
RANTES, and MDC. The P13-E7GGG virus is similar in this
feature to the MVA virus, which induces the expression of
the chemokines MCP-1, MIP-1a, RANTES, and MIG, both
after in vitro infection of macrophages (51), and after IN
application to mice (42). On the contrary, the strains NYVAC
and WR after in vitro infection of macrophages, and the
strains Elstree, Wyeth, and WR after IN application to mice,
do not induce the production of CC chemokines (42). This
presumably relates to the influence of other immunomodu-
latory proteins present in the strains mentioned above.

A
«<

FIG. 4. The response induced in mice by immunization
with r'VACVs or DNA vaccine co-expressing vCCI. (A and B)
Mice were injected IP with 1x 10° P13-E7GGG, P13-AvCCI-
E7GGG, RevP13-AvCCI-E7GGG, or P13-Sig-vCCI-E7GGG
virus, or (C) the animals were immunized with
pBSC-SigE7LAMP DNA vaccine and 1 or 2 ug of pBSC-vCCI
or pBSC vaccine, shot with a gene gun subsequently to the
same site. The animals received two doses 2 wk apart. (A and
C) The CTL response of individual mice against VACV E3
protein (A), and/or HPV16 E7 protein (A and C), was ex-
amined 12 d after the last immunization by ELISPOT IFN-y.
The data were analyzed by two-way ANOVA (A and C).
VACV-specific antibodies elicited in mice at various intervals
after virus administration were determined by ELISA. The
lines represent arithmetic means (B).
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FIG. 5. Therapy of TC-1 tumors by immunization against
HPV16 E7 with 'VACV. Mice were injected SC with 3x10*
TC-1 cells. The next day after the administration of tumor
cells, the animals were immunized once IP with 3x10° PFU
P13-E7GGG (n=14), P13-AvCCI-E7GGG (n=14), RevP13-
AvCCI-E7GGG (n=8), P13-Sig-vCCI-E7GGG (n=14), or
RevP13-Sig-vCCI-E7GGG (1n=6). The graph shows summa-
rized results of two independent experiments. Tumor
growth is shown as the mean tumor area for each group. The
differences in the tumor size on day 27 were statistically
analyzed by the t-test.

While testing the influence of vCCI produced by the IP-
administered virus P13-SigCCI-E7GGG on the levels of
chemokines, we observed, when compared to controls, a
decrease of the chemokines RANTES and eotaxin (i.e., the
second and the third chemokines for which vCCI has the
highest binding specificity). We also detected a drop in the
chemokines TARC and MDC. The chemokine MIP-1o that
binds best to the vCCI, and by the help of which we proved
the binding capability of vCCI, was not detected in the
mouse serum by the test we used. The level of MCP-1, the
fourth best vCCI-bound chemokine, was not influenced by
the production of vCCI. This suggests that vCCI is not able
to neutralize MCP-1 produced by TC-1 as detected by ex-
pression analysis (52), and could partly explain why P13-Sig-
vCCI-E7GGG does not exert improved anti-tumor effects.
Despite the differences in the levels of chemokines induced
by rVACYV, the analysis of the immune cells isolated from the
mouse spleens after IP application of rVACV with various
forms of vCCI found that vCCI produced by P13 did not
affect the amount of DCs, myeloid suppressor cells, T-regu-
latory lymphocytes, CD8" lymphocytes, and macrophages.

The examination of revertants carrying vSigCCI showed
that the production of the secretory vCCI protein does not
influence virus replication in vitro, though the measurement
of viral DNA in the mouse ovaries injected IP with VACV
revealed that the revertant expressing vSigCCI is more at-
tenuated, because after systemic administration, it replicates
to lower titers than the parental virus. The decreased repli-
cation was also confirmed by the detection of lower levels of
specific anti-VACV antibodies on day 32 after infection in
response to P13-SigCCI-E7GGG compared to the antibodies
elicited by the parental virus. We and others have observed
previously that attenuated viruses induced lower titers of
antibodies (53). Similar results were obtained by Reading
et al. (10) after IN infection of mice with the WR virus that
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produced the vCCI of the Lister virus. Decreased titers of
WR-vCCI were accompanied by less severe infiltration of the
lungs by macrophages and lymphocytes, which correlated
with reduced levels of the chemokines MIP-1«, MCP-1, and
eotaxin detected in the BAL fluid of IN-infected mice. We
also observed a decrease in the level of RANTES.

RANTES is produced in the early stages of infection,
mainly by the antigen-presenting cells (DCs, macrophages,
NKT cells, and 90T cells), which have receptors for inflam-
matory cytokines, so they significantly respond to inflam-
matory conditions (54). RANTES attracts to locations of
inflammation and infection cells that express the receptors
CCR1, CCR3, and CCR5. They are primarily the cells of in-
nate immunity, such as monocytes, basophils, eosinophils,
immature DCs, NK cells, and T cells. It has been demon-
strated (55) that activation of CCR5 induced by VACV in-
fection leads to the induction of the permissive phenotype for
VACYV replication in primary T cells. Since permissive in-
fection of T cells and other CCR5-positive cells might rep-
resent a mechanism for VACV dissemination throughout the
lymphatic system, sequestration of CCL5 by vCCI, which
could result in a decrease in CCR5 activation, could be
manifest as a decrease in VACV virulence. It has been re-
cently shown that CCR5~/~ mice are less susceptible to
systemic VACV infection than WT mice (56).

The analysis of immunization experiments and specific
immunity against E7 protein and VACV E3 protein by ELI-
SPOT did not prove any significant differences in the immu-
nogenicity between the parental virus, deletion mutant, and
revertants, despite the lower virulence of P13-SigCCI-E7GGG.
Lower activity of CC chemokines is probably compensated for
by the production of large amounts of extrinsic antigens and
direct priming of T cells in secondary lymphoid organs during
infection with replicating recombinant VACV (57). Moreover,
DCs store antigens on a long-term basis, whereas chemokine
sequestering during VACV infection coincides with vCCI
production up to 7 days when the virus is eliminated, with the
greatest effect seen on day 4, when the virus replicates most.
The impact of reduced levels of CC chemokines on the T-cell
response is not so significant, probably due to the low pro-
duction of vCCI from day 5 post-infection.

A comparable number of E7-specific IFN-y* CD8" cells
was detected after immunization with P13 E7GGG-SigCCI
and with the parental virus P13-E7GGG. However, the
therapy of TC-1 tumors was worse. We can speculate that
influencing the early phase of innate immunity with smaller
quantities of CC chemokines might lead to weaker direct
functional activation of NK cells (58).

To explore the influence of the vCCI on the induction of
specific immunity in the absence of viral infection, we
constructed a DNA vaccine coding the secretory form of
vCCI protein. In this case, the production of vSigCCI
caused, in comparison with the control plasmid, the in-
duction of weaker specific immunity. The extent of this ef-
fect was dependent on the amount of DNA vaccine. The
importance of chemokines for the immunogenicity of DNA
vaccine was demonstrated for MIP-1la. Co-administration
of the plasmid encoding MIP-1o had an adjuvant effect
on HIV-1 envelope DNA vaccine (59). We assume that the
presence of vCCI at the site of intradermally-administered
DNA vaccine against E7 can deeply affect the levels of
chemokines, with the greatest impact on chemokines like
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MIP-1¢, which are bound to the highest-affinity sites and
are available at low concentrations. This can lead to the
suppression of the T-cell response.

In summary, the results of our investigation show that
the P13 clone of the attenuated rVACYV strain PRAHA does
not produce, due to a shortened signal peptide sequence, a
functional secretory form of vCCI. This finding correlates
with the observed increased levels of the CC chemokines
RANTES, MCP-1, MIG, eotaxin, TARC, and MDC in the
blood of VACV P13-infected mice. The restoration of a
functional form of the vCCI gene reduced the multiplication
of the virus in vivo; nevertheless, it did not affect its ability to
elicit a T-cell immune response. In comparison to the pa-
rental virus, the anti-tumor activity was reduced in the
therapeutic arrangement. The co-expression of 35K protein
even impaired the immunization capabilities of DNA vac-
cines. Our results could be helpful in the selection of the
parental viruses used for the construction of immunization
vectors for therapeutic purposes.
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SUPPLEMENTARY FIG. S1. The predicted H2-D-
restricted E3(149-14s) epitope is recognized by CD8" CTLs of
H-2® mice immunized with VACV. (A) Mice were injected
intraperitoneally with 3.10° PFU of recombinant vaccinia vi-
rus P13 expressing glucuronidase of E. coli (P13-GUS) (n=6),
or with PBS (1=2). Splenocytes were isolated 12 d after the
immunization. The response of antigen-specific T cells was
determined by ELISPOT-IEN 7y ex vivo as described in the
materials and methods section. The E3-specific response was
found in all animals immunized with VACV. The response
was epitope-specific, as stimulation with E7 peptide yielded
no higher count of spots than control without peptide. There
was no response seen in non-immunized mice. The difference
in spot count between E3-stimulated cells from VACV-
immunized mice and any other test group was statistically
significant (p<0.001), as determined by one-way ANOVA.
(B) Staining of CD8 molecule on the surface of responding
cells by ICS staining confirmed that VGPSNSPTF peptide is a
natural epitope and can be recognized by CD8" T cells.
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SUPPLEMENTARY FIG. S2. The E3(140-148) (VGPSNSPTF) peptide binds to the H2- DP molecule. The RMA-S cells were
incubated at 25°C for 16 h and pulsed with 10 uM E3, E7, or M1 peptlde or with medium without the peptlde for 20 min. The
cells were washed twice with PBS and further incubated at 37°C in medium. The amount of surface H-2D” molecules was
measured in triplicate by flow cytometry at several time points. An example of the determination of mean fluorescence
intensity of the FITC signal in the FS, SS live cell subset at Oh, and the overlay of MFI values for the three peptides and
controls at 3h are shown in part A. (B) Graph showing the time course of H-2D® molecule surface concentration. The
statistical analysis was performed by two-way ANOVA (***p <0.001).



326

NEOPLASMA 54, 4, 2007

Combination of Intratumoral injections of vaccinia virus MVA expressing
GM-CSF and immunization with DNA vaccine prolongs the survival
of mice bearing HPV16 induced tumors with downregulated expression

of MHC class I molecules
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Downregulation of MHC class I molecules is believed to be often the cause of tumor immune escape and at the same time
it is the major obstacle to T-cell based immunotherapy of tumors. In our experimental model, the C57BL/6 mice bearing
tumors induced by TC-1/A9 cells characterized by expression of HPV 16 oncogenes and downregulation of H-2° molecules
were immunized with highly immunogenic E7TGGG.GUS DNA vaccine expressing the fused gene of modified HPV16 E7
(E7GGG) with E.coli B-glucuronidase (GUS). The DNA vaccine was administered by gene gun on days 7 and 14 after s.c.
injection of tumor cells. The tumors in situ were injected with recombinant vaccinia virus MVA expressing the gene for
murine granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (MVA-GM-CSF). Two doses of the DNA vaccine combined
with at least two consecutive local treatments with MVA-GM-CSF were able to inhibit significantly the growth of tumors.
We have shown by ELISPOT-IFNY that in situ expression of the GM-CSF gene did not enhance the E7 specific systemic T-
cell response. We found that local injections of MVA-GM-CSF induced an increase of intratumoral CD3* T cell counts and
that the DNA vaccination resulted in up-regulation of MHC type I molecules on tumor cells in vivo. We suppose that i.t.
delivery of MVA-GM-CSF changed the local tumor microenvironment and rendered tumors more attractive and better

accessible to effector T cells.

Key words: GM-CSF, vaccinia virus, MVA, DNA vaccine, HPV16 E7, tumor.

Human papillomaviruses (HPVs) have been identified as
the etiological agent of cervical carcinoma, the second most
common malignancy in women worldwide. Moreover, HPVs
are suspected to be also involved in the induction of other
tumors [1].Despite of recent approval of prophylactic vac-
cine against high risk HPVs, development of a therapeutic
vaccines against HPVs remains of utmost priority. The early
viral proteins E6 and E7 expressed in precancerous lesions
and invasive cancers are essential for the induction and main-
tenance of oncogenic transformation of HPV infected cells
[2]. Since Th, and CD8* T cell immune responses against early
proteins E2, E6 and E7 can cause regression of lesions in
HPV16-infected humans, it is widely accepted that vaccina-

“Corresponding author

tion strategies for therapy of HPV associated neoplasia are to
be based on early viral proteins which play the role of tumor
associated rejection antigens.

Despite the presence of viral antigens, the transformed cells
sometimes gain the ability to escape from anti-tumor immune
responses. This phenomenon is frequently encountered in
clinical trials on tumor vaccines and immunotherapy and it
can be caused by loss of the ability of tumor cells to present
antigenic peptides in the complex with MHC class I molecules
which implies that such cells would be a poor target for spe-
cific T cells. Changes of this type occur frequently in
progressing tumors and metastases as a result of down-regu-
lation of MHC class I expression. The molecular mechanisms
responsible for the defect include: mutations in f3,-
microglobulin or MHC heavy chain and alterations in
expression of proteins involved in the antigen processing path-
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way e.g. proteasome subunits or transporter associated with
antigen processing (TAP). MHC class I down-regulation
caused by the latter mechanism can be corrected by cytokine
treatment, particularly that with IFNy. The TC-1/A9 cell clone
with down-regulated surface H-2 expression was isolated
from an immunoresistant tumor grown after challenge with
TC-1 cells in a mouse immune against HPV16 E7 protein.
Recovery of MHC class I molecules on the surface of TC-1/
A9 cells could be induced by culture in the presence of IFN
vy and correlated with TAP-1 expression. The cells proliferat-
ing in vivo retained their immunoresistance, despite partial
restoration of H-2° on their surface [3].

Previous reports indicated that intratumoral GM-CSF gene
delivery increased the counts of in situ DCs and tumor infil-
trating leukocytes and modified levels of IFNy, IL.12 and some
chemokines inside tumors [4]. Moreover, intratumoral deliv-
ery of tumor associated antigens together with multiple
immunostimulatory molecules including GM-CSF induced
anti-tumor activity [5,6]. Anti-tumor effect of local gene
therapy with GM-CSF carried by vaccinia virus or other vec-
tors was confirmed in clinical therapies of different tumors
[7.8].

Recombinant poxviruses have been used for expression of
tumor antigens, cytokines and chemokines in numerous pre-
clinical models. Besides high levels of expression, these
vectors were accepted for administration to patients with dif-
ferent malignancies for their good safety profile. The strongest
safety record was achieved with non-replicating viruses such
as the modified vaccinia virus Ankara (MVA) that had been
attenuated due to at least six major deletions representing about
15% of the original genome of the parental Ankara strain.
Indeed, MVA is currently used in advanced stage clinical tri-
als of several prophylactic and therapeutic vaccines against
infectious diseases and cancer [9].

Previously, we prepared a highly immunogenic
E7GGG.GUS DNA vaccine expressing the fused gene of
the modified HPV 16 E7 oncogene (E7GGG) with the gene
encoding E.coli B-glucuronidase (GUS) [10]. Although the
E7GGG.GUS DNA vaccine was able to prevent the growth
of TC-1/A9 induced tumors only in a portion of experi-
mental mice, it was ineffective in inhibiting the growth of
tumors with the therapy started on day 4 after s.c. injection
of TC-1/A9 cells.

In this report, we targeted GM-CSF expression in the local
microenvironment of tumors with down-regulated expression
of MHC class I molecules using the recombinant vaccinia
virus MVA and simultaneously mice immunized with the
highly immunogenic DNA vaccine. Two doses of the DNA
vaccine combined with at least two consecutive intratumoral
doses of MVA-GM-CSF were able to inhibit significantly the
growth of tumors. When analyzing the cellular immune re-
sponse to the HPV 16 E7 protein by ELISPOT-IFNy, we found
that in situ expression of the GM-CSF gene did not enhance
the systemic E7 specific T-cell response. We found that local
injections of MVA-GM-CSF induced an increase of

intratumoral CD3+ T cell counts and that the DNA vaccina-
tion resulted in up-regulation of MHC type I molecules on
tumor cells in vivo.

Materials and methods

Viruses. Recombinant vaccinia viruses (rVV) (strain MVA)
were prepared from a clone isolated by plaque purification in
our laboratory from the MVA vaccine kindly provided by W.
Altenburger, Basel, Switzerland. The MVA-GM-CSF virus
carries a 550 bp fragment containing the mouse GM-CSF
cDNA [11] inserted in the thymidine kinase (TK) gene.
Transgene expression is controlled by the 7.5k promoter. TK
deficient RAT 2 rat cells [12] were used for the selection of
TK- VV recombinants. Vaccinia viruses P13-GM-CSF, MVA-
preS2S [13] and MVA-SigE7LAMP [14] were described
previously. MVA-SigE7TLLAMP was used as the parental virus
for insertion of the GM-CSF gene resulting in a double re-
combinant MVA-SigE7LAMP-GM-CSF.

P13-GM-CSF virus was propagated in BSC-40 cells and
MVA recombinants (rMVA) were multiplied in primary
chicken fibroblast cultures. All viruses were purified by su-
crose-gradient centrifugation [15]

Antibodies. For immunohistochemical staining the rat anti-
human CD3, clone CD3-12 (Serotec Ltd. Oxford, UK) and
secondary antibody Ultratech HRP (Immunotech, Marseille,
France) were used. For flow cytometry antibodies against
CD3-PE (clone KT3, Serotec), Ly6G-FITC (clonel A8, BD-
Pharmingen, San Diego, CA), CDI1lc-FITC (clone HL3,
BD-Pharmingen), F4/80 FITC (cloneCI:A3-1, Serotec), neu-
trophile 7/4-PE (Serotec), anti-mouse H-2K"H-2D" (clone
28-8-6, BD-Pharmingen,), FITC labelled polyclonal goat anti-
mouse [gG (BD-Pharmingen) were used.

DNA vaccine. Mice were immunized against the HPV 16
E7 protein with the plasmid pBSC/E7GGG.GUS carrying
a fused gene consisting of the mutated HPV16 E7 gene
(E7GGG) and E. coli B-glucuronidase (GUS) [10]. The empty
plasmid pBSC was used as a negative control. One pg/dose
of plasmids was administered into the abdominal skin of mice
by a gene gun as reported earlier [16].

Cell lines. HPV16 E6- and E7-expressing TC-1 cells de-
rived from C57BL/6 mouse lung cells [17] were kindly provided
by T.C. Wu (Baltimore). TC-1/A9 cells were derived from the
TC-1 tumor as an immunoresistant MHC class I ~subline [3].

Animal experiments. 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 Act No. 246/92 on the animal
protection of animals against cruelty and Decree No. 311/97
of the Ministry of Health of the Czech Republic, on the care
and use of experimental animals.

Tumor induction and intratumoral injection of MVA-GM-
CSF. Mice received a dose of 3.10* tumor cells injected
subcutaneously (s.c.) into the back. Recombinant viruses were
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injected into tumors (i.t.) in 20 ul PBS using an insulin sy-
ringe with a 30 gauge needle. If a palpable tumor was absent
at the time of i.t. treatment, the recombinant virus was inocu-
lated s.c. at the site of usual injection of tumor cells. Tumor
growth was measured weekly. Differences between growth
curves were statistically analyzed by the two-way ANOVA
using the Prism 3.0. software (GraphPad Software Inc.,
SanDiego, USA).

Induction of surgical minimal residual tumor disease
(SMRTD). Mice were inoculated s.c. with 6.10* TC-1/A9 tu-
mor cells. After 14 days, the transplanted tumors, reaching
approximately 8—12mm in diameter, were excised under i.p.
anaethesia (0,3 ml/mouse, Hypnomidate, Jansen
Pharmaceutica, Beerse, Belgium) , leaving no macroscopi-
cally visible tumor residuum [18].

Assay of E7 specific T-cell responses. The spleens were
removed from mice twelve days after the last immunization
and the response of IFNy-producing cells was determined by
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Figure 1. Therapy of HPV16 induced tumors with DNA vaccine and
intratumoraly administered MVA-GM-CSF. Groups of mice (n=6 per
group) were injected s.c. with A: 3°10* TC-1 cells or B, C: 3°10* TC-1/A9
cells on day 0. A, B, C: Seven and fourteen days later, the animals were
immunized with the DNA vaccine. B, C: Animals were treated with 103
PFU P13-GM-CSF or 10° PFU MVA-GM-CSF, administered i.p., i.m. or
i.t. at indicated time intervals. B: Groups treated with one (p=0.0003) or
two (p=0.016) doses MVA-GM-CSF and DNA were compared with the
group treated with DNA. C: Group treated with DNA was compared with
group injected with PBS (p=0.0276) Groups treated with MVA-GM-CSF
(p=0.0004) or MVA-GM-CSF-SigE7LAMP(p=0.0015) and DNA were
compared with the group treated with MVA-pS2S and DNA.

ELISPOT-IFNYy assay upon in vitro restimulation with H-2D°
restricted HPV16 E7 ,, .. peptide (RAHYNIVTE) for 6 days,
as described previously [14].

Immunohistochemistry. Tumors were fixed in Davison’s
solution. After fixation, samples were processed and stained
as reported previously [19].

Detection of surface markers on cells isolated from tumors.
The animals were sacrificed and their subcutaneous tumors were
excised, cut into pieces and washed twice with PBS. Tumor
fragments were trypsinized 2x15 min. For analysis of tumor
infiltrate, all cells released from the tumor tissue were collected,
washed and stained with antibodies. To prepare tumor cells for
detection of MHC class I expression, the first fraction of cells
released by trypsinization was discarded and the following two
fractions were combined and cultured in D-MEM medium over-
night. The next day, the cells were trypsinized, stained with
specific antibodies and analyzed using a Coulter-Epics XL flow
cytometer (Beckman Instruments).
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Results

Local administration of MVA-GM-CSF has an effect on
the therapy of TC-1/A9 tumors by immunization with the DNA
vaccine. Therapeutic immunization of mice with the plasmid
pBSC/E7GGG.GUS started one week after transplantation of
3.10* tumor cells when the mean tumor size was 0.75 — 1.68
mm?. The second dose of the vaccine was administered on
day 7 following the dose 1. High therapeutic efficacy of im-
munization was demonstrated in animals injected with TC-1
cells where it resulted in complete inhibition of tumor growth
(Fig. 1A), whereas in animals carrying TC-1/A9 induced tu-
mors with down-regulated MHC class I molecules it proved
ineffective (Fig. 1B, full triangles, full bold line).

We attempted to enhance the poor therapeutic effect of the
DNA vaccine against TC-1/A9 cells using GM-CSF. Since the
local concentration of recombinant cytokines injected in situ
ceases very quickly we introduced the transgene GM-CSF into
the tissue of the tumor and its environment by the recombinant
vaccinia virus. The animals were injected i.p., i.m. or i.t. with
10° pfu P13-GM-CSF or 10° pfu MVA-GM-CSF at the time of
the first immunization with the DNA vaccine (Fig. 1B). We
observed that the i.p. and i.m. virus injections as well as the use
of the replicating recombinant virus P13-GM-CSF remained
without any significant effect on tumor growth. On the other
hand, transduction of tumors with the non-replicating virus
MVA expressing GM-CSF resulted in inhibition of tumor
growth (p=0.0003) in 3/8 animals in comparison with the group
treated with PBS i.t.+DNA (0/8 animals without tumor). The
effect of two consecutive intratumoral injections of MVA-GM-
CSF (p=0.016) was more pronounced than with one dose only.
Even a superior tumor growth inhibition was achieved if the
number of repeated i.t. injections with MVA-GM-CSF admin-
istered in weekly intervals was increased to four (Fig. 1C,
p=0.0004). The anti-tumor effect was dependent on GM-CSF,
as inoculation of control virus MVA-pS2S did not change the
growth of tumors. In the same experiment (Fig. 1C) we have
shown that the therapeutic immune response was not boosted
by i.t. immunization with the E7 protein when co-expressed
with GM-CSF in the form of highly immunogenic Sig/E7/
LAMP fusion protein. Tumor growth inhibition was similar in
animals injected with either single recombinant MVA-GM-CSF

or double recombinant MVA-SigE7LAMP-GM-CSF. In addi-
tional experiments we observed the highest anti-tumor effects
with i.t. MVA-GM-CSF injections when not coadministered
concurrently with the DNA vaccine, but given four days later
(not shown).

MVA-GM-CSF enhances immunotherapy of surgical mini-
mal residual tumor disease. Furthermore, we investigated
whether or not the local treatment with MVA-GM-CSF to-
gether with DNA vaccine immunization could be used for
immunotherapy of surgical minimal residual tumor disease.
Mice were s.c. injected with 6.10* TC-1/A9 cells (day 0) and
growing tumors were surgically removed 14 days later. Oper-
ated animals (n=6 or 7) were immunized with two doses of
the DNA vaccine on days 18 and 25 and the sites of the former
tumors were treated by s.c. injection of MVA-GM-CSF on
the day of immunization. Survival of the operated animals on
day 25 is summarized in Table I. The overall rates of tumor
recurrence were similar in all groups (6/7 or 5/6), but tumor
development was somewhat hindered in groups 5 and 6 which
had been treated both with the DNA vaccine and one or two
doses of MVA-GM-CSF in comparison with the untreated
controls or animals given only one type of treatment.

MVA-GM-CSF administration does not enhance the E7
specific T cell response induced by immunization with the DNA
vaccine. To determine the possible mechanism of the effect
of local delivery of GM-CSF on the cellular immune response
we measured E7 specific T-cell immunity in mice treated us-
ing the same schedule as for tumor therapy but without
administration of tumor cells. MVA-GM-CSF was inoculated
at the site of usual injection of tumor cells. Mice were immu-
nized with two doses of the DNA vaccine by gene gun and
injected s.c. with 10° PFU of rMVA into the dorsal region as
described in legend of Fig. 2. The response of ex vivo
splenocytes stimulated overnight with the E7 peptide
RAHYNIVTF was tested by ELISPOT-IFNYy.

The response of mice to immunization with pBSC/
E7GGG.GUS was significantly increased in groups B, C,
D compared to group A. The highest mean value for the E7
response was found in mice which were treated twice with
MVA-GM-CSF and DNA (group E), but due to high variance
the differences were not statistically significant. Comparison
of responses between groups which were immunized with

(49-57)

TABLE 1 - Therapy of operated tumors TC-1/A9 with MVA-GM-CSF and DNA vaccine

Group* Dose 1 of virus Dose 1 of Dose 2 of virus Dose 2 of DNA Survival of mice Mice with
day 4 after DNA vaccine day day 11 after vaccine day 11 on day 25 after tumors
operation 4 after operation operation after operation operation [%]

1 -t - - - 30 6/7

2 - + - + 32 6/6

4 MVA-GMCSF - - - 32 5/6

5 MVA-GMCSF + - + 58 6/7

6 MVA-GMCSF + MVA-GMCSF + 58 6/7

“The groups of mice with identical distribution of tumor size were formed on the day of operation.

"Mock infected tumors were injected with PBS.
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Figure 2. The effect of MVA-GM-CSF on E7 specific cellular response
induced by DNA immunization. Groups of mice (n=4 per group) were
immunized with two doses of the DNA vaccine by g.g. and the animals were
injected with 10° PFU of rMVA in 20 pl of PBS administered s.c. at the
dorsal region on every immunization day. Different groups received
A pBSC+MVA-GM-CSF (day 0), pBSC (day 7), B pBSC E7TGGG.GUS+PBS
(day 0), pBSC E7GGG.GUS (day 7), C pBSC E7TGGG.GUS+MVA-preS2S
(day 0), pBSC E7GGG.GUS (day 7), D pBSC E7GGG.GUS+MVA-GM-
CSF (day 0), pBSC E7GGG.GUS (day 7), E pBSC E7GGG.GUS+MVA-
GM-CSF (day 0), pBSC E7GGG.GUS +MVA-GM-CSF (day 7). The
E7-specific CD8* T lymphocytes were determined in each mice by IFNy
ELISPOT. The mean counts of IFNg producing cells obtained in the absence
(empty symbols) and presence (full symbols) of the E7,, .. peptide were
compared and analyzed by unpaired t-test.

pBSC/E7GGG.GUS (B, C, D, E), and some of which were
inoculated with different MVA recombinants revealed, that
the treatment with virus did not increase number of spots
significantly. Our results suggest that i.t. injections
coadministered with the DNA vaccine did not affect the mag-
nitude of the E7-specific T cell response and hint that the role
of inoculation of non-replicating MVA-GM-CSF could con-
sist in modification of the local tumor microenvironment.
Microenvironment of MHC class I negative tumors is
changed following intratumoral MVA-GM-CSF injections
and DNA vaccine immunization. To determine the effect of
the treatment on tumor microenvironment we analyzed sur-
face markers of tumor infiltrating cells. Groups of mice (n =
6) were injected s.c. with 6.10* TC-1/A9 cells and 7 and 14
days later were immunized with the pBSC/E7TGGG.GUS
DNA vaccine. Concurrently with immunization the mice
were injected i.t. with MVA-GM-CSF or the control virus
MVA-pS2S. Tissue of three tumors of similar size from each
group was examined by immunohistochemical staining
(Fig.3A) four days after the second intratumoral virus injec-
tion. We observed only a sparse diffuse infiltration of CD3*
T cells in tumors injected with PBS in non-immunized mice

(Fig.3A-I) and in PBS injected tumors of mice immunized
with the DNA vaccine (Fig.3A-II). The tumor tissue injected
with MVA-GM-CSF of DNA immunized mice contained
distinct areas with increased counts of CD3*T cells (Fig.3A-
III). Injection with the MVA-pS2S virus yielded a weak
infiltration of CD3*cells only (not shown).

The cellular composition of tumors was also analyzed by
flow cytometry. The tumors were excised seven days after the
second i.t. virus injection and leukocyte markers were mea-
sured in the whole cell population. Flow cytometry analysis
confirmed the results of immunohistochemical staining
(Fig.3B). However, we did not observe any differences in the
count of cells positive for Ly6G, CD11c, F4/80 and neutro-
phile 7/4 markers in correlation with the previous tumor
treatment (not shown).

It has been shown previously that the treatment of TC-1/
A9 cells with IFN g resulted in up-regulation of surface MHC
class I molecules. In vivo growing TC-1/A9 cells also had
increased amounts of MHC class I molecules in comparison
with in vitro cultured cells [3]. To examine the effect of in situ
treatments of tumors with different recombinant vaccinia vi-
ruses, we determined MHC class I molecules on the surface
of cells isolated from TC-1/A9 induced tumors. Groups of
mice (n =4 or 5) were injected s.c. with 6°10* TC-1/A9 cells
and 7 and 14 days later were immunized with the DNA vac-
cine pBSC/E7GGG.GUS. On the immunization day, the
tumors were treated by i.t. injection of MVA-GM-CSF. Sur-
face MHC class I molecules were determined on adherent cells
of explanted tumors 3 days after the second treatment (Fig.
3C). In comparison with non-immunized controls, MHC class
I expression was increased in all groups immunized with the
DNA vaccine but any difference was not found between the
mock infected tumors and tumors pretreated with MVA-GM-
CSF and MVA-pS2S.

Discussion

Using a murine model of HPV-associated tumors with
down-regulated MHC class I expression, we report increased
efficacy of the DNA vaccine therapy combined with i.t. GM-
CSF gene delivery via a non-replicating vaccinia virus vector.

It was observed repeatedly that GM-CSF acts as an im-
mune adjuvant for vaccines because of its capability to
stimulate antigen presenting cells which results in increased
activation of CD4*, CD8* T cells and CD1d-restricted NK1.1*
cells and enhanced production of antibodies. Moreover, vac-
cination with tumor cells engineered ex vivo produce GM-CSF
elicited potent and long-lasting anti-tumor immunity (for re-
view see [20]. It has been shown in a murine tumor model
that the adjuvant and anti-tumor activity of GM-CSF depends
on dosage and route of administration [21]. To minimize im-
munosuppressive activity induced by high concentrations of
GM-CSF at the injection site, we delivered GM-CSF via a live
recombinant vaccinia virus. We used a poxviral vector be-
cause it efficiently infects a broad range of mammalian cells
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in vivo, the magnitude of transgene expression can be adjusted
by the type of the promoter used and its use poses no risk of
insertional mutagenesis. We found the administration of a non-
replicating MVA-GM-CSF which produced lower levels of
GM-CSF superior to the use of replication competent P13-
GM-CSF which induces high transgene expression. When
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Figure 3. Intratumoral MVA-GM-CSF injections affected the
microenvironment in MHC class I negative TC-1/A9 tumors. Mice were
treated as indicated for Fig.1C and their tumors were analyzed. A.
Immunohistochemical staining of CD3* T cells inside tumors of (I)
control mice, (IT) mice immunized with pBSC E7GGG.GUS and (III)
mice immunized with pBSC E7GGG.GUS and coinjected i.t. with MVA-
GM-CSF. Staining with rat anti-human CD3 and hematoxylin, x 40. B.
Flow cytometric analysis of CD3* expression on the surface of cells
isolated from tumors. C. Flow cytometric analysis of H-2K" and H-2D?
expression on the surface of adherent cells isolated from tumors and
cultured in vitro overnight.

comparing three different routes of virus administration, the
highest effect was observed with repeated i.t. MVA-GM-CSF
virus injections. In other studies, anti-tumor activity of GM-
CSF was highest with cytokine administered into the local
microenvironment of tumors where it has an effect on the
activation status of antigen presenting cells in regional lymph
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nodes [22,23]. Similarly, GM-CSF produced after i.t. injec-
tion of MVA-GM-CSF had only a local effect because it was
not able to enhance the E7 specific T cell response induced
by the DNA vaccine administered by gene gun into the ab-
dominal part of the body.

Tumors with down-regulated MHC class I expression can-
not be effectively targeted by the antigen specific vaccination
therapy which is based on the response of MHC-I restricted
effector T cells [3]. However, the anti-tumor effect of a DNA
vaccine against such cells can be enhanced by immuniza-
tion with tumor cells expressing GM-CSF. It was observed
previously using a HPV16 E6 E7* MK 16 tumor model [24]
that the treatment of tumor bearing mice with such
a combination of vaccines resulted in temporary tumor
growth inhibition. In the combined immunotherapy de-
scribed in this report, the virus vector is employed for in situ
expression of the cytokine to avoid the time consuming en-
gineering of cytokine expressing cell lines derived from
tumor cells of the patient.

DNA immunization alone caused up-regulation of MHC
class I expression on the surface of tumor cells isolated from
tumors, which can be due to IFNy produced by E7-specific
T cells and IFNo/3 produced by plasmacytoid DCs induced
by CpG motifs present in bacterial plasmid DNA. Tumors af-
ter repeated combined therapy with the DNA vaccine and i.t.
GM-CSF expression were infiltrated with the higher amount
of CD3* T cells. An increase in intratumoral myeloid leuko-
cytes was not observed, which implies, that the dose of
GM-CSF was not able to induce the response of immunosup-
pressive Gr1*/CD11b*cells [21].

It has been shown repeatedly that local delivery of GM-
CSF caused only temporary regression of tumors. Intratumoral
injections of IL12 and GM-CSF resulted in the beneficial in-
crease in IFNy and decrease in TGFf and IL10 production
but the effect was only transient and was followed by the de-
velopment of an enhanced intratumoral T-suppressor-cell
response characterized by high levels of immunosuppressor
cytokines TGFf and IL10 [25]. We speculate that the sup-
pressor T cells were responsible for transient effect of the
combined therapy in our study and plan to supplement the
local therapy with agents that would block the immune sup-
pression elicited by growing tumors.

Nonetheless, the present study provides evidence that the
nonreplicating vaccinia virus MVA-GM-CSF is a suitable tool
for local GM-CSF delivery that does not interfere with the
DNA vaccine immunization against the E7 antigen and
contributess to anti-tumor effects of immunization against
tumors with down-regulated MHC class I molecule expres-
sion.
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