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Abstrakt

Virus vakcinie (VACV) je obaleny DNA virus patfici do rodu Orthopoxviridae. Jedna se o
laboratorni virus, ktery nema v pfirodé znamého pfirozeného hostitele, a jehoz pfesny pavod
zustava doposud neobjasnén. Jeho vyznam pro Clovéka je ovSem znacny. V prvé fadé to
byly pravé rizné kmeny VACV, které byly pouzity pro pfipravu vakcin pfi eradikaci pravych
vakcin proti pravym nestovicim, a to mimo jiné kvili stale existujicim obavam, Ze by variola
virus — puvodce pravych neStovic - mohl byt zneuzit jako biologicka zbran. Pokrok v
genovém inzenyrstvi umoznil dalSi vyuziti potencialu VACV jako vektoru, nebot VACV
umoziuje inkorporaci cizorodé genetické informace a jeji expresi v hostiteli. Navic se VACV
replikuje vylu¢né v cytoplasmé, coz snizuje riziko zaclenéni virové DNA do DNA hostitele.
Tyto a dalsi vlastnosti délaji z VACV idealniho kandidata na vektor pro pfipravu vakcin proti
celé fadé heterolognich infek€énich a onkologickych onemocnéni. Tato prace podava prehled

klinicky vyuzZivanych a nékterych experimentalnich vakcin odvozenych z VACV.

Kli¢ova slova: virus vakcinie, pravé nestovice, vakciny, rekombinantni vakciny, onkolyticka

terapie

Abstract

Vaccinia virus (VACV) is an enveloped DNA virus belonging in the Orthopoxviridae genus. It
is a laboratory virus in which the natural host and exact origin remain unclear. However it is
of great significance for human kind. First of all, different VACV strains were used for
preparation of vaccines used in the smallpox eradication campaign. Even today a significant
effort is made to prepare more efficient and safer vaccines against smallpox, namely
because of still remaining concerns that variola virus — causative agent of smallpox — could
be misused as a biological weapon. Advances in genetic engineering allowed use of VACV
for additional purposes, namely as a vaccination and expression vector. VACV enables
insertion of large pieces of foreign DNA into its genome and expression of this DNA in a host.
Furthermore VACYV replicates exclusively in a cytoplasm, decreasing a risk of incorporation
of the viral DNA into the host genome. These and other features make VACV an ideal
candidate as a vector for preparation of recombinant vaccines against various infectious and
oncological diseases. This thesis provides a summary of both clinically used and

experimental vaccines derived from VACV.
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1 Uvod

Virus vakcinie (VACV) patfi do rodu Orthopoxviridae. Orthopoxviry jsou obalené DNA
viry s velkym genomem — prumérné 250 kbp. Strukturni proteiny jednotlivych orthopoxvirt
jsou si vzajemné velmi podobné, coz umoznuje imunizaci pomoci VACV proti dalSim
orthopoxvirovym infekcim. DalSimi zastupci tohoto rodu jsou variola virus (VARV) — puvodce
pravych nestovic, virus opi€ich nestovic a v neposledni fadé virus kravskych nestovic (CPV)
— kmen plvodné pouzity Jennerem pfi prvotni vakcinaci proti nestovicim. (Jacobs et al.
2009). Bez ohledu na to, jaky vyznam ma VACV pro ¢lovéka, jeho plvod zlstava nejasny.
Teorii o pavodu VACV je nékolik. Dle jedné je VACV vysledkem rekombinace CPV a VARV
(Bedson and Dumbell 1964), dle dalSi je VACV odvozena spiSe od viru koriskych nestovic.
Této teorii nahrava i skuteCnost, Ze v pocatcich vakcinace proti neStovicim se pouZzivaly
pravé léze koriskych nestovic, jelikoz ty kravské se vyskytovaly vzacnéji (Symons et al.
2002). Studie pribuznosti genomid na zakladé sekvencni podobnosti koncovych c&asti
genomu orthopoxvird ukazaly, Zze VARV je nejvice pfibuzny viru velbloudich neStovic
(CMPV) a VACV ma blize k CPV nez k VARV (Gubser 2004) (viz Obr. €. 1).
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Obr. €. 1: Fylogeneticky strom sestaveny na zakladé sekvenénich podobnosti 12 genu lezicich na

obou koncich genomu orthopoxvird. Upraveno dle (Gubser 2004)

Ani po Uuspésné eradikaci pravych nestovic zajem o VACV neopadl a i nyni je vénovano

znacné usili pfipravé vakcin, které by byly ucinnéjsi, zpisobovaly méné komplikaci, jako
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napfiklad myokarditidu, post-vakcinacni encefalitidu, eczema vaccinatum ¢i generalizovanou
vakcinii a nevedly ke kontaktnimu pfenosu VACV z oCkovanych jedincd na osoby s nimi ve
styku (Casey et al. 2005). | kdyz byla hrozba pravych nestovic coby bézné se vyskytujici
choroby eliminovana, zasoby VARV nebyly nikdy zcela zlikvidovany, a pretrvavaji tedy
obavy, ze by VARV mohl byt zneuzit jako biologicka zbran (Henderson 2014). VARV ma
k tomuto ucelu vhodné vlastnosti — snadno se replikuje, je pfenosny vzduchem a jedinci jiz
nakazeni jsou silné nakazlivi pfed, v prabéhu i po skonceni vlastniho onemocnéni (Molero-
Abraham et al. 2015). Nicméné i kdyz pomineme hrozbu bioterorismu, nelze vyloudit, Ze by
mohla byt souCasna populace znovu vystavena VARV, a to vdlsledku rozmrzani
permafrostu a starych pohfebist s obétmi minulych epidemii nestovic (Stone 2002).

Diky velikosti genomu VACV je mozné do neesencialnich oblasti genomu vlozit
heterologni DNA, kterou pak VACV exprimuje (Mackett et al. 1982). Taktéz cely replikacni
cyklus VACV probiha v cytoplasmé, coz z VACV déla idealniho kandidata na vektor pro
pfipravu vakcin proti celé fadé heterolognich infekénich chorob virového, bakterialniho i
eukaryotického puvodu. VACV se také ukazal jako vhodny nastroj pro boj s onkologickymi
chorobami.

Cilem této prace je podat prehled klinicky vyuzivanych a nékterych experimentalnich

vakcin pfipravenych na zakladé VACV pro vakcinaci lidi.



2 Vakciny proti pravym nestovicim a heterolognim infekénim chorobam
Vakcinace je procedura provozovana od 18. stoleti a za dobu své existence prosla
mnohymi promé&nami. Se zvysSujicimi se naroky na bezpe€nost a efektivitu vakcinacnich latek
maji dnesni vakciny s témi plvodnimi spoleéného jen malo.
Vyvoj vakcin na zakladé VACV se da rozdélit do C&tyf generaci, které budou nyni

popsany blize.

2.1 Prvni generace

V pribéhu celosvétové eradikace nestovic byla pro pfipravu vakcin pouzivana cela
fada kmenu VACYV, které byly mnozZeny na kuzi zivych zvifat jako byly ovce, kralici a hovézi
dobytek. Jejich nazvy ve vétSiné pfipadl néjakym zplsobem odkazovaly na geografické
rozSifeni jejich pouzivani, misto jejich padvodu nebo instituce (Sanchez-Sampedro et al.

2015). Nejpouzivangjsi kmeny pro pfehlednost uvedeny v tabulce.

Kmen VACV Oblast vyuziti
New York City Board of Health (NYCBH) USA
Lister Evropa, Asie, Afrika, USA
Bern Némecko, Rakousko
Paris Francie, Syrie, Turecko
Copenhagen Dansko
Tashkent SSSR
Ecuador-Moscow 1963 (EM-63) SSSR
B-15 SSSR
Temple of Heaven (Tian Tan) Cina
Dairen Japonsko
Ikeda Japonsko
Praha Ceskoslovensko

Tabulka 1: Seznam kmend VACV vyuzitych pfi eradikacni kampani. Upraveno dle (Sanchez-
Sampedro et al. 2015, Kutinova et al. 1996).

Kmeny se od sebe liSi pfedevSim v telomerickych oblastech, zatimco centralni ¢ast
genomu zUstava pfevazné shodna. Telomerické oblasti se lisi pfedev§im inzercemi/delecemi
a drobnéjSimi prestavbami, na zakladé ¢ehoz byl navrzen rekombinaéni model, ktery
s menSimi obménami vysvétluje vznik vétSiny kment VACV. Také se zda, ze pro veétsinu
kmenu je esencialni zachovani genu DVX_212 kdédujiciho homolog receptoru pro interferon

a/B, ktery viru umozriuje inhibovat funkci hostitelskych interferont a uniknout tak efektivni
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protivirové odpovédi. Na zakladé sekvenénich podobnosti jednotlivych genoml se da
pfedpokladat, Ze se vSechny dnes znamé kmeny VACV vyvinuly z jednoho pfedka. OvSem
ani tento rodi¢ovsky kmen nebyl zjevné homogenni a mnozenim viru pomoci skarifikace na
zvifatech a pfi jejich transportu do riznych &asti svéta doSlo k vyvoji jednotlivych kmenu (Li
Qin et al. 2015).

Prvni vakciny se pfipravovaly z lymfy Zivych zvifat infikovanych metodou skarifikace
jako v pfipadé Dryvax, kdy byla lymfa odebirana po 22- az 28-nasobném pasazovani
(Rosenthal et al. 2001). Vakciny tak obsahovaly celou fadu kontaminant a subtyp( viru
s odliSnymi vlastnostmi. Jen v jedné davce Dryvax vakciny vyrabéné Wyeth laboratofemi
byly nalezeny minimalné 4 rizné varianty VACV-NYCBH, které se liSily delecemi v pravé
telomerické oblasti. Dominantnim typem viru byly klony podobné ACAM2000 (cca 60%), dale
klony podobné Duke viru — virus izolovany z pacientky diagnostikované s vaccinia necrosum
- (cca 40%) a kone¢né& méné nez 1 % klonu bylo podobnych CLONE3 a DPP17 — nové
objeveny klon v této davce Dryvax (L. Qin et al. 2011). Jednim z rozdild mezi t€mito klony je
stav vySe zminéného genu kodujiciho homolog receptoru pro interferon a/. Tento gen je
neporuseny v CLONE3, zkraceny v Duke a zcela chybi v ACAM2000, coz muze byt pficinou
toho, Ze CLONES je z téchto tfi nejvice patogenni (G. Li et al. 2006). Jelikoz se vakciny
pfipravovaly po celém svété stejnym zpusobem, neni prekvapivé, Zze sekvenace dalSich
kmenU podaly podobné vysledky (Li Qin et al. 2013, Garcel et al. 2009).

Postup vyroby vakcin prvni generace je z dneSniho pohledu nepfijatelny, i kdyz
Dryvax vakcina byla pouzita znovu v roce 2002, kdy v USA doslo k obnoveni ockovaciho
programu proti pravym nestovicim pro vybrany armadni a zdravotnicky personal (Poland et
al. 2005). Od jejiho uzivani se s definitivni platnosti upustilo az na za¢atku roku 2008, kdy uz
byla k dispozici vakcina nové generace.

Oc¢kovani vakcinami prvni generace vedlo k celé fadé postvakcinaénich komplikaci,
které byly mnohdy velmi vazné, az koncici smrti. Mezi takové Ize zafadit choroby centralniho
nervového systému zahrnujici post-vakcinacni encefalitidu, encefalopatii, neuropatii a
demyelinizaci vedouci ke komatu, az smrti. DalSi komplikaci je vaccinia necrosum (dnes spis
progresivni vakcinie) projevujici se horeckou a nekrotizujicimi 1ézemi na riznych Castech
téla, ktera téz muze byt fatalni i pfes lécbu specifickym imunoglobulinem proti VACV
(Vaccinia 1gG, hyperimunni sérum). Komplikaci s moznymi fatalnimi dusledky je i eczema
vaccinatum. Dale byly Casté kozni komplikace jako generalizovana vakcinie a autoinokulace,
které byly Casto nepfijemné nicméné obvykle neohrozujici na zZivoté (Lane et al. 1969).
Postvakcinacni komplikace se vSak vztahovaly i na osoby v kontaktu s Cerstvé oCkovanymi.
K pfenosu dochazelo pfiblizné s incidenci 5,4 na 100 000 vakcinovanych, dle odhadu z dat
ziskanych pfi vakcinaci ¢lent armady USA a fady dobrovolnika (Wertheimer et al. 2012).

Riziko pfenosu viru z vakcinované osoby je vysoké piedevSim pro lidi trpici ekzémy Ci
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atopickou dermatitidou (AD), ktefi jsou z pravidelného ockovani vylou€eni. Nebezpeli se
ovSem vztahuje i na pacienty sjinym onemocnénim kuze jako infekce virem planych
nestovic, herpesviry aj. (Lane et al. 1969; Reed et al. 2012). DalSi vaznéjsi, nové popsanou
komplikaci je myoperikarditida, jejiz vyskyt po vakcinaci je odhadovan na 7,8 pfipadu na
100 000 vakcinovanych (Halsell et al. 2003)

Studie zaméfené na vyskyt postvakcinacni encefalitidy (PVE), ukazaly jasné rozdily
v rizicich spojenych s pouzivanim jednotlivych kmenu VACV. P¥i statistickém zpracovani dat
a pfi vypoCtu oCekavanych komplikaci vztazenych na 1 milion vakcinovanych vyslo najevo,
oCkovanych, dale Lister s pravdépodobnosti vyskytu 26,2 pfipadl na milion okovanych,
Copenhagen s 33,3 pfipadu a Bern s 44,9 o¢ekavanych pfipadd PVE na milion o€kovanych.
Podobné tendence byly nalezeny i v pfipadech umrti spojenych s vakcinaci s projevy PVE u
déti bez ohledu na jejich vék. Rozdily va vakcinaci riznymi kmeny byly téZ ve véku, kdy byla
vakcinace nejvice nebezpecna a kdy se PVE projevovala s nejvy$Si Cetnosti. U NYCBH byl
vyskyt PVE nejvysSi pfed jednim rokem véku, klesl mezi prvnim a tfetim rokem véku a
opétovné vzrostl po tfetim roce véku vakcinovaného. U ostatnich kmenud je patrny vy3Si
vyskyt PVE s rostoucim vékem. Obecné platilo, Zze vyskyt PVE u revakcinovanych byl v
pfipadé vSech kmen( nizSi (Kretzschmar et al. 2006).
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Obr. &. 2: Graf zavislosti vyskytu PVE na kmenu VACV a véku

vakcinovaného. Upraveno dle (Kretzschmar et al. 2006)
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Upraveno dle (Kretzschmar et al. 2006)

2.2 Druha generace
Jak uz bylo vySe zminéno, nestandardizované postupy pfi pfipravé vakcin prvni
generace jsou z dneSniho hlediska nepfijatelné. Byly tedy vyvinuty vakciny druhé generace,

které jsou kultivovany na buné&cnych kulturach.

2.21 Vakciny druhé generace proti pravym nestovicim

Pro pfipravu vakcin druhé generace byl v USA pouzit kmen NYCBH. Byly nahodné
vybrany tfi tisice davek vakciny Dryvax a vyiizolovana fada klonu, které byly otestovany ve
svych schopnostech vytvaret |éze, zarudnuti a v mife neurovirulence (Weltzin et al. 2003).
Byl vybran klon pojmenovany ACAM1000, ktery byl v preklinickych testech shledan stejné
kompetentnim v navozeni ochrany pred letalnimi infekcemi CPV, ECTV a VACV Western
Reserve jako rodiCovsky kmen, a zarovefi méné neuroviruletnim nez plvodni vakcina
Dryvax. Pro vyrobu vakcinacni latky byl devétkrat pasazovan na kultufe lidskych plicnich
fibroblastd (burikdach MRC-5) a vycistén ultrafiltraci. Po udalostech 11. zafi 2001 méla firma
Acambis vyrobit a dodat 209 miliont vakcin proti pravym neStovicim, které by byly
uskladnény pro pfipad bioteroristickeho utoku. Aby byli schopni tento poZadavek splinit,
spojili se s Baxter BioScience, kde byly pro produkci vakcin pouZzity buriky ledvin africkych
koCkodanu zelenych (Vero buriky) a vakcina¢ni klon byl nazvan ACAM2000. Bylo ovéreno,
ze je sekventné shodny s ACAM1000. Faze | klinickych testd ukazala, ze ACAM1000 i
ACAM2000 jsou dobfe pfijimané, imunogenni vakciny doprovazené jen mirnymi vedlejSimi
ucinky, které byly vétSinou spojené s mistem inokulace (Monath et al. 2004). NejCastéjSi

nezadouci ucinky, které byly hlaSeny i z dalSich pozdéji provedenych klinickych testl, byly



svédéni v misté vpichu, bolest v lymfatickych uzlinach, unava, bolesti hlavy, malatnost.
V nékolika pfipadech i srde¢ni problémy, které ale nakonec pIné odeznély (Frey et al. 2009).

Faze Il klinického zkouSeni provedena pro porovnani vakciny ACAM2000 a Dryvax
potvrdila, Ze navozeni protilatkové odpovédi je srovnatelné u obou vakcin. Téz vyskyt
nezadoucich uc€inkd byl podobny a komplikace byly shodné s témi hlasenymi zfaze I.
Nedoslo k Zzadnému umrti, autoinokulaci, k rozvoji multiformniho erythemu, generalizované
k rozvoji PVE nebo o¢ni infekce. Nicméné tyto komplikace jsou vzacné a studie nebyla dost
rozsahla na to, aby je odhalila. Jeden subjekt byl diagnostikovan s myoperikarditidou, byl ale
nasledné zcela vyléen (Artenstein et al. 2005). ACAM2000 byl shledan vhodnym i ve fazi lll
klinického testovani, a to i bez ohledu na zvySeny vyskyt myokarditidy po vakcinaci. V roce
2008 ve Spojenych statech oficialné nahradil vakcinu Dryvax (“CDC | Notice to Readers:
Newly Licensed Smallpox Vaccine to Replace Old Smallpox Vaccine” 2008 [online])

PFi porovnavani sekvenci ACAM2000 s CLONES vyizolovanym z vakciny Dryvax, byly
kromé jiz zmiflovaného homologu receptoru pro interferon a/f identifikovany dalSi tfi geny,
jejichz inaktivace ma s nejvétsi pravdépodobnosti vliv na snizenou virulenci ACAM2000. Je
to ortholog ankyrin(, které jsou v repeticich kédovany v ITR oblastech genomu, a jejichz
pocet ovliviiuje hostitelské spektrum viru. Déle gen pro thymidin kinazu, ktery je u CLONE3 o
23 aminokyselin del8i nez u ACAM2000. A gen pro receptor tumor-nekrotizujiciho faktoru-a
(TNF-a), ktery je u ACAM2000 také zkracen. DalSim receptorem vazicim TNF-a, ktery byl
nalezen u mnoha kment VACV je modifikator cytokinové odpovédi C (CrmC), ve kterém u
ACAM2000 chybi jedna doména bohata na cysteiny, coz snizuje jeho afinitu k TNF-a a
pfispiva k atenuaci (Osborne et al. 2007).

ACAM2000 je vdneSni dobé jedina licencovana vakcina proti pravym neStovicim
pochazejici z druhé generace (“‘WHO | Global Advisory Committee on Vaccine Safety, 2015”
[online]). Od NYCBH byly odvozeny i dalSi vakciny, jako CJ-50300, ktera byla opétovné
reprodukovana v burfikach MRC-5, ovSem bez purifikace z jednotlivych plakd. PFi testech na
zdravych dobrovolnicich se ukazalo, Ze je srovnatelna s vakcinami prvni generace jak v
navozeni protilatkové a bunéné imunitni odpovédi, tak ve vedlejSich ucincich (Jang et al.
2010).

Byly pfipraveny i dal8i vakciny druhé generace, které nebyly pfipraveny
z purifikovanych plaku. Napfiklad vakcina RIVM odvozena od kmene Lister byla jen jednou
pasazovana na kultufe bunék z krali€ich ledvin. Vakcinace 50 000 indonéskych déti
mladSich 15ti let ukazala, Ze uspéSnost ocCkovani touto vakcinou byla srovnatelna
s vakcinami prvni generace (Hekker et al. 1976). DalSi testovanou vakcinou odvozenou od

kmene Lister byla CEP, ftfikrat pasazovana v primarnich bufikach kufecich embryi.



V preklinickych testech vySlo najevo, ze ochrana pfi infekci CPV, byla stejné ucinna jako u

vakcin prvni generace (Ferrier-Rembert et al. 2007).

2.2.2 Vakciny druhé generace proti heterolognim chorobam

Rekombinantni vakciny jsou pfipravovany in vivo homologni rekombinaci v burikach
infikovanych VACV, do kterych je vpraven vektor s heterologni DNA, ktera ma byt virem
exprimovana. Jednim z gend, ktery se projevil jako vhodny pro inzerci cizorodé DNA je gen
pro thymidin kinazu (TK) nachazejici se ve fragmentu Hindlll F (Panicali and Paoletti 1982).
TK gen je neesencialni pro replikaci VACV v tkanovych kultuarch, ale jeho vyfazeni vede
k atenuaci virulence in vivo (Buller et al. 1985). Rekombinantni VACV je mozné pfipravit jak
z jednotlivych purifikovanych plakd (Kutinova et al. 1996), tak bez purifikace (Poon et al.
2009).

Experimentalnich a klinicky vyuzitelnych vakcin na bazi druhé generace byla
pfipravena cela fada. Jako pfiklad muze slouzit pentavalentni pandemicka vakcina na bazi
kmene Wyeth proti viru chfipky A, exprimujici geny pro hemaglutinin H5, neuraminidazu N1,
nukleoprotein a dva matrixové proteiny. Kromé nich byl pfidan jeSté gen pro cytokin IL-15,
ktery ma funkci silného biologického adjuvans, jelikoz vyrazné stimuluje imunitni odpovéd a
snizuje virulenci vektoru. Vakcina se na zvifecim modelu ukazala jako dobfe pfijimana a
schopné navodit dostate€nou ochranu (Poon et al. 2009). DalSi vakciny jsou pro pfehled

uvedeny v nasledujici tabulce.

Pouzity kmen Infek€ni choroba

Lister hepatitida B, horeCka Lassa

Wyeth hore¢ka Lassa, antrax
Copenhagen vzteklina, lidsky cytomegalovirus, spalnicky

malarie, chfipka, HIV/AIDS, Leishmanioza, hepatitida B,
Western Reserve vzteklina, antrax, virus japonské encefalitidy, brucel6za,

respiracni syncycialni virus

Tabulka 2: Seznam experimentalnich a preklinicky testovanych vakcin druhé generace proti

heterolognim chorobam. Upraveno dle (Sanchez-Sampedro et al. 2015)

Vakciny zalozené na replikujicim se VACV se sice projevily jako dostate¢né ucinné,
nicméné doprovazené relativné velkym mnozZstvim nezadoucich uCinkd. Také velka cast
populace by v pfipadé potfeby nemohla byt oCkovana, jelikoz kontraindikacemi jsou ekzém Ci
atopicka dermatitida v dobé ockovani nebo jiz prodélana v minulosti, jakékoli dalSi akutni Ci

chronické kozni problémy zahrnujici popaleniny, plané neStovice, opar a Ilupénku.




Imunosuprese zahrnujici HIV/AIDS, leukémii, lymfomy, transplantaci organt a dalSi
imunosuprese ¢i imunodeficience, které jsou kontraindikaci o€kovani jakymkoliv Zivym virem.
DalSi kontraindikace zahrnuji téhotenstvi, kojeni, alergie na komponenty vakciny a vék nizsi
nez 1 rok. Kromé poslednich tfi se tyto kontraindikace vztahuji nejen na vakcinovaného, ale i
na osoby jemu blizké (Smith-Akin 2003)

2.3 Treti generace

Vakciny prvni i druhé generace se sice prokazaly jako dostateCné imunogenni,
nicméné sohledem na rozSifeni atopického ekzému a s navySujicim se pocétem
imunokompromitovanych jedincd, by v pfipadé nutné ploSné vakcinace nemohlo byt
vakcinovano asi 25 % populace (Kemper et al. 2002). DalSim faktorem vedoucim k vyvoiji
se projevuje velmi podobné jako infekce VARV, a to pfedevsim v zapadni a centralni Africe,
kde celou situaci opétovné komplikuje infekce HIV (Parker et al. 2007). Pozornost se tedy
presunula na kmeny, které prodélaly vysoké mnozstvi pasazovani a byly vzniklymi delecemi

silné atenuovany.

2.3.1 Vakciny treti generace proti pravym nestovicim

Vysoce atenuované kmeny pouzité pro pfipravu vakciny proti pravym nestovicim jsou
dva. Nejvice pozornosti je v posledni dobé vénovano modifikovanému viru vakcinie Ankara
(MVA). MVA byl odvozen od mateifského kmene CVA skrze 574 pasazovani na kultufe
primarnich embryonalnich kufecich fibroblastd (CEF). Uz prvnich 382 pasazi dalo vzniknout
prekurzoru, tzv. CVA382, ktery obsahuje Ctyfi velké delece vedouci k vyrazné atenuaci.
V dalSich 190 pasazich doslo ke vzniku dalSich dvou deleci, které ovSem na atenuaci viru
nemaji vyznamny vliv. MVA je tedy celkové kratSi o 31 kbp v porovnani s matefskym
kmenem (Meyer et al. 1991). Atenuovany fenotyp MVA je zplsoben nejen delecemi, ale i
fadou mutaci ve strukturnich i imunitni odpovéd modulujicich genech. VétSina genl
v koncovych oblastech genomu byla deletovana, fragmentovana nebo zkracena, jako 14k
virulentni faktor, ktery je z €asti deletovan, nebo inhibitor serinovych proteaz-1 (serpin-1),
ktery ovliviiuje hostitelské spektrum a u MVA upIné chybi. Mutace genu K4L, jehoZ produkt
je homologem fosfolipazy D, vede k neschopnosti Sifeni viru mezi burikami (Antoine et al.
1998). MVA tedy vytvafi pouze nezralé viriony, které nejsou schopné opustit primarné
infilkovanou bunku. V porovnani s matefskym kmenem zustava titr MVA v lidskych
bunécnych kulturach na nizké hladingé, a to bez ohledu na to, zda do ni byl zpétné vsazen
gen K1L ovliviujici hostitelské spektrum (viz obr. €. 4) (Carroll and Moss 1997).

IMAVUNE/IMVANEX je vakcina pfipravena z MVA je vyrabéna firmou Bavarian
Nordic a licencovana kuziti v Evropské unii a Kanadé. Spolu s ACAM2000 je jedina

doporu¢ena Svétovou zdravotnickou organizaci k vakcinaci proti pravym nestovicim (“WHO |
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Global Advisory Committee on Vaccine Safety, 2015” [online]). Vakcina sice nebyla
vystavena pfimé konfrontaci s VARV, ovSem prokazala se jako ucinna pfi navozeni ochrany
proti viru opiCich neStovic u makakl (Stittelaar et al. 2005). Pfi testovani na osobach
s atopickou dermatitidou (AD) se ukazalo, ze IMVAMUNE je schopna indukovat srovnatelnou
imunitni odpovéd u atopickych i zdravych jedincl. Mirné nezadouci uc€inky byly pozorovany u
31,8 % subjektd s AD v porovnani s 22,5 % u zdravych subjektd, ale neprokazaly se jako
omezujici €i nebezpeéné. A pfestoZe pacienti s diagnostikovanou zavaznou AD byli ze studie
vy€lenéni, neni divod se domnivat, Ze by vakcina fungovala v jejich pfipadé jinak. Veskeré
srdeCni potize vazané na vakcinaci byly spojené se zvySenou hladinou troponinu | a
spontanné odeznély (Greenberg et al. 2015). Vakcina se prokazala jako dostate¢né
imunogenni a bezpe¢na i u HIV-pozitivnich subjektd s hladinou CD4+ T lymfocyt( v rozmezi
200 — 750 bunék/mL, byt titr protilatek byl vyrazné nizSi nez u HIV-negativnich jedincu.
Vakcinace nevedla k vaznym nezadoucim ucinkim, k poklesu mnozstvi CD4+ T lymfocytd,
ani ke zvySeni poctu HIV partikuli v téle pacient (Overton et al. 2015).

Dalsi silné atenuovany kmen, ktery si vSak stale zachoval schopnost se reprodukovat
v savCich burkach, je LC16m8 odvozeny zklonu LC16mO Lister kmene. V porovnani
s LC16mO ma jen Sest bodovych mutaci, které vedly ke ¢tyfem aminokyselinovym
zaménam, z nichZz nejvyraznéjsi je delece guanosinu v genu B5R pro obalovy protein Env
potfebny k rychlému Sifeni viru, ktera vytvorila stop kodon a zkratila tak produkt na 29 % jeho
puvodni délky. V porovnani s vakcinou Dryvax sice vyvolava slabsi protilatkovou i IFN-y
odpovéd, ale je méné virulentni a stale dostate€né imunogenni (Kennedy et al. 2011;
Morikawa et al. 2005). LC16m8 je licencovan v Japonsku a prokazal se jako bezpec€ny pfi
vakcinaci 90 000 déti mezi léty 1973 az 1976, kdy vakcinace probéhla bez vaznych
nezadoucich G€inkd. LC16m8 je téz dostate¢né imunogenni u imunosuprimovanych mysi,
coz naznacuje, ze by mohl byt dalSim kandidatem na vakcinu pro imunodeficientni osoby
(Yokote et al. 2014).

293 SWB38 _a wua
| —— WA L

il ANHATE

Cas [hodiny]

Obr. €. 4: Graf zavislosti mnozstvi viru na ¢ase ve tfech riznych lidskych bunéénych kulturach.

Upraveno dle (Carroll and Moss 1997).
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2.3.2 Vakciny treti generace proti heterolognim chorobam

Jak uz bylo zminéno vySe, MVA je neschopna reprodukovat se ve vétSiné savcich
bunék. Nicméné schopnost exprimovat heterologni geny zUstala zachovana, jelikoz k bloku
v morfogenezi novych virionl a jejich uvolnéni z infikované burnky dochazi az v poslednich
krocich celého procesu. Exprese genu tedy probiha i v sav€ich burikach bez problému a
s vysokou ucinnosti, coz z MVA spolu s faktem, Ze je dobfe pfijimana i imunodeficientnimi
pacienty, déla idealni vektor pro pfipravu vakcin (Sutter and Moss 1992).

MVA byla pouZita pro pfipravu celé fady aktualné klinicky testovanych vakcin proti
HIV. Do genomu MVA byly vloZeny geny pro celé, nebo ¢astecné zkracené HIV proteiny. Pro
dostate¢nou protilatkovou odpovéd je ovSem nutné imunizaci opakovat. DalSim zplUsobem,
jak zvysit efektivitu vakcinace, je preimunizace DNA vakcinami, které nesou stejné nebo
sekvencné velmi podobné HIV fragmenty jako MVA vakciny. Tento pfistup vedl k navozeni
lepSi buné&né imunitni odpovédi nez vakcinace pouze MVA, byt opakovana (Mehendale et
al. 2013; Goepfert et al. 2014). DalSim typem jsou MVA vakciny nesouci uméle pfipravené
geny jen pro epitopy HIV proteint typické pro cytolytické a pomocné T lymfocyty. Tato
varianta se sice prokazala jako bezpeéna, nicméné malo imunogenni, a to i pfes pouZiti
preimunizace DNA vakcinou (Gorse et al. 2012).

DalSi nemoci, proti které jsou z MVA vyvijeny vakciny, je chfipka typu A. Pozornost
byla zaméfena na proteiny, které jsou schopné navodit imunitni odpovéd i proti dalSim
subtypum chfipkového viru. Vakcina pfipravena zMVA a genu pro hemaglutinin
pandemického chfipkového kmene H1N1 A/California/04/2009 se v kulturach lidskych
imunitnich bunék odebranych rizné starym jedincdm ukazala jako schopna navodit
protilatkovou odpovéd proti minimalné &tyfem dal$im typtm viru. Uginnost vakciny se téz
ukazala byt zavisla na véku vakcinovaného, jelikoz u bunék odebranych détem mladSim 5ti
let nebyla detekovana Zadna potilatkova odpovéd, u starSich déti byla odpovéd nizka a
nejvyssi byla u dospélych (Mullin et al. 2016). Gen pro hemaglutinin nese i dalSi vakcina
MVA-H5-sfMR. Tento gen pochazi z chfipkového kmene H5N1 A/Vietnam/1194/2007.
Vakcina se ukazala jako dobfe pfijimana a veSkeré mirné vedlejsi u€inky vétSinou spojené
s mistem inokulace do 72 hodin odeznély. Vakcinace byla provedena opakované, aby bylo
zajisténo dostateCné mnozstvi protilatek, pfi ¢emz bylo ovéfeno, Ze protilatky proti
samotnému vektoru nijak neovlivriuji tvorbu protilatek proti chfipkovym antigenum (Kreijtz et
al. 2014).

Potencial MVA jako vektoru se ovSsem nevztahuje jen na virova onemocnéni. Klinické
testy jsou provadény i s rekombinantnimi MVA, které nesou bakterialni Ci eukaryotické geny.
Jako priklad muze slouzit vakcina MVATG18377 proti tuberkuléze. MVA nesouci 14
antigenl reprezentujicich tfi faze infekce Mycobacterium tuberculosis. Jedind imunizace

staCila k navozeni masivni CD4+ i CD8+ T lymfocytarni odpovédi v mySich a primatech
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(Leung-Theung-Long et al. 2015). Klinicky testovanou vakcinou proti tuberkuloze je MVA85A
exprimujici antigen Ag85A, ktera navozuje silnou T lymfocytarni odpovéd, a to i u HIV
pozitivnich jedincl podstupujicich antiretrovirovou terapii. OvSem z druhé faze klinickych
testd vyslo najevo, Ze v kombinaci s détskou vakcinou Bacillus Calmette-Guérin nenavozuje

ochranu proti onemocnéni (Tameris et al. 2014). DalSi heterologni choroby, proti kterym jsou

vyvijeny vakciny na zakladé MVA, jsou uvedeny v tabulce.

Infek€éni onemocnéni

Exprimovany antigen

Klinicky testované

Hepatitida B Povrchovy antigen (HBsAg)
Hepatitida C Nestrukturni proteiny NS3, NS4, NS5B
TRAP antigen, epitopy rdznych antigenu, apikalni membranovy
Malarie protein (AMA1), povrchovy protein merozoita (MSP1), polyprotein
z Sesti pre-erythrocytickych antigenu P. falciparum, protein
cirkumsporozoita (CS)
Preklinicky testované
Hepatitida B Epitopy typické pro cytotoxické a pomocné T lymfocyty
Hepatitida C Obalové glykoproteiny E1 a E2, jaderny protein C, p7 protein,
nestrukturni proteiny NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5B
Chikungunya Obalové proteiny E1, E2, E3, protein 6K, kapsidovy protein C

HorecCka Dengue

Obalové glykoproteiny

Ebola

Obalové glykoproteiny

Krymsko-Konzska

hemorrhagicka horecka

Obalovy glykoprotein

SARS Nukleo-kapsidovy protein, spike protein
MERS Spike protein
RSV Glykoproteiny F, G

Rift valley horecka

Glykoproteiny Gn, Gc

Vzteklina

Glykoprotein

Japonska encefalitida

Membranovy protein, obalovy protein, epitopy typické pro B

lymfocyty, cytotoxické a pomocné T lymfocyty

Spalnicky

Hemaglutinin, fuzni protein

Cytomegalovirus

Glykoproteiny B, gH/gL, povrchové proteiny UL55, UL128, UL130,
UL131A, jaderny protein UL123/e4, tegumentarni proteiny UL83 a
pPp65

Herpesvirus

Glykoprotein D

12




Parainfluenza Glykoproteiny F, HN

Bubonicky mor V antigen Yersenia pestis

. . Homolog receptoru pro aktivovanou C kinazu (LACK),
Leishmanioza
tryparedoxin peroxidaza (TRYP)

Toxoplazméza Protein ROP2

Chagasova choroba TcG2, TcG4 proteiny

Tabulka 3: Klinicky a preklinicky testované vakciny proti heterolognim chorobam na bazi MVA.

Upraveno dle (Sanchez-Sampedro et al. 2015)

Byt je MVA vramci tfeti generace vé&novano nejvice pozornosti, i ostatni vysoce
atenuované kmeny jsou testovany jako vektory. Jiz vySe zminény LC16m8 se ukazal jako
schopny exprimovat obalovy protein Env lidské T-bunééné leukemie a navodit silnou
protilatkovou odpovéd v krali¢im modelu (Shida et al. 1988). DalSim kmenem s deficitni
replikaci v savCich bunikach, ktery je ale stale schopen exprimovat heterogenni DNA, je
Dairen | kmen (Dls), odvozeny od kmene DIE pouzivaného v Japonsku tfinactinasobnym
pasazovanim na kufecich embryonalnich fibroblastech. Dls v porovnani s matefskym
kmenem pfiSel o geny K7L a C7L, které maji vliv na hostitelské spektrum (Ishii et al. 2002).
Rekombinantni Dls exprimujici p27 protein z SIV podan intranasalné se v mysim modelu
ukazal jako schopny navodit silnou protilatkovou odpovéd (IgG, IgA, IgM) trvajici minimalné
rok (Yoshino et al. 2008). DalSimi potencialnimi kandidaty na vektory jsou kmeny M65 a
M101, které byly odvozené od kmene WR 65 a 101 pasazemi na kultufe bunék Friendovy

erythroleukemie (buniky FEL) (Sanchez-Sampedro et al. 2013).

2.4 Ctvrta generace

U vakcin ¢tvrté generace byla pozornost zaméfena na geny modulujici imunitni
odpovéd hostitele. Cilem manipulaci s témito geny je dosahnout vektoru, ktery by byl stejné
bezpecny jako MVA a zaroven vice imunogenni, aby tak nebylo nutné imunizaci nékolikrat
opakovat jako je tomu u MVA.

NYVAC je vysoce atenuovany klon odvozeny od kmene Copenhagen, konkrétné
zizolatu VC-2. NYVAC byl pfipraven pfesnou deleci osmnacti otevienych ¢&tecich ramcu
(ORF), které koduji dva enzymy nukleotidového metabolismu — thymidin kinazu a velkou
podjednotku ribonukleotid reduktazy, dale virovy hemaglutinin, zbytek ORF genu A26L, ktery
je zodpovédny za tvorbu inkluznich télisek typu A (ATl), ORF B13R a B14R kéduijici inhibitor
serinovych proteaz a dvanact ORF od C7L az po K1L spojenych s hostitelskym spektrem.

(Schematicky znazornéno na obrazku ¢islo 5.)
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NYVAC je silné omezeny ve schopnosti se efektivné reprodukovat v lidskych ¢i obecné
savCich burikach. Jeho morfogeneze je zablokovana jiz pfi vzniku nezralych virionQ.
Zachoval si vSak schopnost silné exprese heterolognich antigenll, coz umoznuje vyvolani
dostate€né silné imunitni odpovédi a =zarovefi zamezuje nahodnému pfenosu viru
z vakcinovaného na subjekty v jeho okoli (Najera et al. 2006, Tartaglia et al. 1992). Infekce
lidskych bunék timto virem vede ke zméné regulace exprese 368 genl spadajicich do Sesti
odliSnych klastrd. Mimo jiné dochazi k expresi kaspazy 9 a dalSich genl podilejicich se na
apoptéze. ZvySena je i produkce faktoru aktivujiciho transkripci (ATF-3), fosforylace
eukaryotického iniciacniho translaéniho faktoru 2-a a nuklearniho faktoru-kB (NF- kB), coz
vede ke zvySené produkci IL-6. Dale je posilena exprese bunécnych adhezivnich molekul a
molekul podilejicich se na modulaci imunitni odpovédi jako ISG15 (gen stimulovany
interferonem) a CD80 (Guerra et al. 2006).

Nejvice pozornosti pfi pfipravé vakcin z NYVAC je vénovano vakcinam proti HIV.
Jedna takova byla pfipravena z HIV podtypu C (Cinského kmene CRF_07) exprimujici
peptidy Gag, Pol, Env a Nef. U zdravych HIV negativnich jedincl vyvolala specifickou T
lymfocytarni odpovéd sméfovanou pfedevSim na Env, ovSem jen u poloviny testovanych
(Bart et al. 2008). Imunogenicita byla zvySena pfi podani DNA vakciny pfed samotnou
imunizaci pomoci NYVAC. Vakcinace v tomto pfipadé vedla k produkci CD4+ T lymfocyta u
vSech subjektd a v mensi mife CD8+ T lymfocytl. OvSem protilatkova odpovéd byla i zde
slaba a po 48 tydnech nedetekovatelna, coZ neodpovida predpokladu, Ze ucinna vakcina
proti HIV by méla vyvolat dostate€né mnozstvi specifickych T lymfocytl i neutralizacnich
protilatek (McCormack et al. 2008). Dale byla pfipravena terapeuticka vakcina ze subtypu B,
exprimujici Env a tripeptid Gag-Pol-Nef. U HIV pozitivnich podstupujicich antiretrovirovou
terapii vyvolala az trojnasobné zvySeni hladiny jiz existujicich CD4+ T Iymfocytd,
dvojnasobné u CD8+ T lymfocytu, stejné jako vyskyt novych T lymfocytl vystavujicich nové
epitopy (Harari et al. 2012).

Ve srovnani s vakcinami proti HIV na bazi MVA vznikaji preferenéné Env specifické
CD4+ T lymfocyty, kdezto MVA vyvolava ve srovnatelné mife CD4+ i CD8+ T lymfocytarni
odpovéd. Lymfocyty jsou v pfipadé obou vakcin polyfunkéni a exprimuji IFN-y a IL-2
zaroven. Na modelu primati se ukazalo, ze tento pfistup nevedl k ochrané pred infekci
virem, ale pouze k zastaveni progrese nemoci u jiz nakazenych (Mooij et al. 2008). Jelikoz
se zda, ze vyvazenost imunitni odpovédi je vitalni pro uspésny boj s HIV, byla u strategie
preimunizace DNA vakcinou nasledovana NYVAC nebo MVA vakcinou méfena hladina
bunék produkujicich IFN-y a IL-10 reprezentujici Th1 a Th2 typ imunitni odpovédi. Hladina
IL-10 byla ovSem na rozdil od IFN-y nedetekovatelna (Gémez et al. 2007).

Ve snaze optimalizovat imunogenni vlastnosti vakcin NYVAC byl do genomu vracen

drive deletovany C7L gen, coz vedlo ke zvySeni produkce heterologniho antigenu, vySSimu
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mnozstvi IFN-y exprimujicich bunék i vyvazenéjSi odpovédi proti HIV antigenim, kdy
specifické T lymfocyty byly cilené rovnomérné na Env, Gag i tripeptid Gag-Pol-Nef.
PFfitomnost tohoto genu vSak neméla zadny vliv na replikaci viru (Najera et al. 2010).
Nepfitomnost tohoto genu vede k apoptoze a jeho navracenim se zvySila mira atenuace viru
(Najera et al. 2006). ZvySeni exprese cizorodého antigenu bylo dosazeno i v pfipadé, ze byly
navraceny geny C7L i K1L. V pfitomnosti téchto dvou genu byla viru navracena schopnost
se replikovat v lidskych bunkach. Po deleci genu B719R kddujiciho solubilni vazebny protein
pro interferon typu | byl virus stale schopny replikace, nicméné i nadale zUstal atenuovany
srovnatelné s MVA (Kibler et al. 2011).

DalSi infekéni onemocnéni, proti nimz jsou vyvijeny vakciny na bazi NYVAC jsou mezi
jinymi pseudovzteklina, lidska T buné¢néa leukémie, malérie a japonska encefalitida. Kromé
poslednich dvou jmenovanych jsou vSechny ve stadiu preklinického ¢i experimentalniho
vyvoje (Sanchez-Sampedro et al. 2015; Kanesa-thasan et al. 2001; Ockenhouse et al. 1998)

Jak jiz bylo zminéno vySe, MVA je jako vektor sice bezpetna, ale sama o sobé malo
imunogenni. Delecemi urcitych genu je vSak mozné imunogenicitu zvysit. Podobné jako
u NYVAC, nejvétSi pozornost je vénovana vakcinam proti HIV. Deleci genu C712L kédujiciho
solubilni receptor pro interleukin 18 bylo dosaZeno nékolikanasobné vy3Siho poctu
specifickych CD4+ T lymfocytd produkujicich TNF-a, IFN-y, interleukin 2 i specifickych CD8+
cytotoxickych T lymfocytd. Imunitni odpovéd byla rovnéz S$irSi, v porovnani s puvodni MVA
byl vysSi pocCet detegovanych epitopl (Falivene et al. 2012). Podobného ucinku bylo
dosazeno i deleci genu A41L kddujici receptor pro chemokiny (Clark 2006). Odstranéni genu
C6L rovnéz vedlo ke zvySeni po¢tu CD8+ i CD4+ T lymfocytd produkujicich IFN-y a IL-2.
Jejich specifita byla odliSna od té vyvolané virem bez delece. Delece tohoto genu vede i ke
zvySeni exprese genl indukovatelnych IFN-y a IFN-a/f v makrofagach a dendritickych
bunkach odvozenych od monocytl (Garcia-Arriaza et al. 2011).

Delece genu A35, jehoz produkt in vitro inhibuje prezentaci pomoci MHC Il molekul,
vede k silnému zvySeni produkce specifickych IgG protilatek a také ke zvySeni hladiny
specifickych splenocytd produkujicich IFN-y. Produkt tohoto genu je téZz zodpovédny za
inhibici zvySeni hladiny granulocytd a CD11b+ makrofagl vyvolanych infekci. Nicméné
delece tohoto genu neovliviiuje virulenci ani u€innost vektoru, ktera tak zlistava stejna jako u
klasické MVA (Rehm and Roper 2011).

V neposledni fadé inaktivace genu B715R kodujiciho virovy receptor pro pyrogenni
interleukin 1B, ktery moduluje akutni fazi hostitelské odpovédi na virovou infekci, vede ve
zvifecim modelu k zabranéni vzniku horecky. Vy3si hladina specifickych CD8+ T lymfocytl
v porovnani s MVA bez delece byla detekovana i Sest mésicl po imunizaci (Staib et al.
2005).
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Optimalizace bunécné imunitni odpovédi lze dosahnout i volbou specifickych
promotori. Napfiklad vloZeni heterologniho antigenu pod kontrolu umeéle pfipraveného
hybridniho okamzité-Casného promotoru vede k expresi antigenu jiz pal hodiny po infekci
bunék, coz vede kvysSi hladiné CD8+ specifickych T lymfocytl. Exprese pod timto
promotorem slozenym z pentamernich elementl bézné pouzivaného pfirozeného p7.5
promotoru a pozdniho elementu promotoru zgenu pro ATl v8ak vede k nizSi hladiné
specifickych protilatek v porovnani s expresi pod kontrolou dalSiho syntetického promotoru
pS. Pouziti uméle sestavenych promotoru je tedy dalSim zpusobem, jak zvySit imunogenicitu

vakcin (Baur et al. 2010).
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Obr. &. 5: Schematické znazornéni deleci vedoucich ke vzniku NYVAC na podkladu Hindlll
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3 Onkolytické vakciny

V boji proti nadorovym onemocnénim je testovana cela fada virl jako reoviry, virus
vezikularni stomatitidy, adenoviry nebo v neposledni fadé herpes simplex virus (Kirn and
Thorne 2009).

Virus vakcinie disponuje nékolika vlastnostmi, které z néj délaji idealniho kandidata na
zbran proti onkologickym onemocnénim. Rychle se replikuje a navozuje lyzi infikovanych
bunék. Ma Siroky tropismus k nadoram (Thorne et al. 2007), do nichz je schopny vstoupit a
nevyzaduje specifické povrchové receptory pro vstup do bunék, jelikoz zralé viriony infikuji
bunky prostfednictvim makropinocytézy (Mercer and Helenius 2008). DalSim pozitivhim
faktorem je jiz zminény replikacni cyklus probihajici vylu¢né v cytoplasmé, coz zamezuje
integraci virové DNA do DNA hostitele. VACV je schopen navodit smrt bunék i jinymi cestami
nez apoptoézou, ktera je rakovinnych burnkach Casto blokovana. Kone¢né proti VACV byla
vyvinuta fada antivirovych IéCiv jako vakciniovy imunoglobulin, cidofovir nebo tecovirimat
(ST-246). VACV je schopny puUsobit proti nadordm hned nékolika mechanismy. Masivni
replikace viru vede k lyzi rakovinnych bunék, vyvolani pfirozené i adaptivni imunitni odpovédi
a vneposledni fadé je schopen indukovat apoptézu u endotelidlnich bunék cévniho
zasobovani tumoru, a tim zpUsobit jeho rozpad (Kirn and Thorne 2009). (Schématicky
shrnuto na obrazku ¢islo 6.)

Jednou z vyhod vakcin odvozenych od VACV je moznost systémové aplikace viru
k nadoru bez nutnosti injikovat virus pfimo do nadoru. Komplikace v8ak mohou nastat ve
chvili, kdy ma pacient preexistujici protilatky proti VACV. | kdyz bylo ve zvifecim modelu
potvrzeno, ze VACV je schopny indukovat protinadorovou odpovéd i pfes vysoky titr
protilatek (Thorne et al. 2007), mUze dochazet ke snizovani efektivity IéCby. Pouzitim virem
infikovanych bunék jakoZto nosi€u, Ize tomuto zabranit. Jednou z mozZnosti je vyuZiti
imortalizovanych hematogennich bunék, které se na rozdil od bunék ze solidnich tumort
neakumuluji v plicich (Power et al. 2007).

Deleci &i pferuSenim nékterych gend v genomu VACYV Ize docilit zvySeni miry replikace
v nadorovych bunkach v porovnani se zdravymi bunkami. Toto je mechanismus, ktery
umoznuje systémovou aplikaci viru, jelikoz virus je sice schopen infikovat Siroké spektrum
bunék, ale ucinné se replikuje jen v nadorovych bunkach. Jednim pfikladem takové vakciny
je GLV-1h68 odvozena od kmene Lister vloZenim tfi expresnich kazet do gend pro thymidin
kinazu, hemaglutinin a do genu F14.5L, jehoz aktivita zvySuje virulenci (Zhang et al. 2009).
Kazety exprimuji B-galaktosidazu, p-glukuronidazu a fazni protein luciferazy a
fluorescencéniho proteinu. V porovnani s matefskym kmenem vykazuje vyrazné nizsi toxicitu,
lépe inhibuje rast nadord a zabraruje vzniku metastaz. Téz mira replikace ve zdravych
burikach je znac¢né niz8i nez u matefského kmene (Zhang et al. 2007). Jednou z vyhod této

vakciny je zvy8ena schopnost replikace v burfikach rakoviny prsu podobnych kmenovym
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burikam, které jsou vice rezistentni na chemoterapii i ozafovani nez bézné rakovinné buriky
(Wang et al. 2012). Dalsi preklinicky testovanou vakcinou odvozenou od kmene Lister je
GLV-2b372, ktera ma vlozenu expresni kazetu pro fluorescenéni protein TurboFP635 v TK
genu, ktery usnadriuje sledovani Sifeni viru. Tato vakcina se ve zvifecim modelu prokazala
jako schopna zredukovat aZz kompletné odstranit hepatocelularni karcinom, zatimco zdravé
tkané zustaly neporuseny a nebyl v nich detekovan zadny virus jiz dva tydny po imunizaci
(Ady et al. 2015).

Vkladani heterologni DNA do genu pro TK se ukazalo jako spolehliva metoda pro
zvySeni efektivity onkolytickych vakcin. VACV s takto prerusenym genem je zavisla na
bunécné thymidin kinaze, jejiz exprese je v rakovinnych bunkach permanentné zvySena.
Pozitivni viiv na efektivitu onkolytickych vakcin vS8ak nema jen delece tohoto genu. DalSim
genem, ktery je deletovan ve vakciné JX-963 odvozené od kmene WR, je gen pro vakciniovy
rustovy faktor (VGF), jehoz produkt hraje dulezitou roli v autokrinni aktivaci signalnich drah a
v pfipravé sousednich bunék na nasledujici virovou infekci (Thorne et al. 2007). DalSiho
zvySeni replikace specificky v nadorovych burikach bylo dosazeno deleci genl kddujicich
proteiny Serpin-1 a Serpin-2. Tato delece v kombinaci s deleci genu pro thymidin kinazu a
VGF zvysSila protinadorovou odpovéd, ktera je Cisté lytického charakteru, jelikoz stejné
uc€innosti bylo dosazeno i v imunodeficientnich mysich (Guo et al. 2005).

Samotna destrukce bunék silnou replikaci viru, coz je strategie, kterou uplatriuji vyse
uvedené vakciny, se ovSem ukazala jako nedostacujici. K posileni efektivity vakcin jsou tedy
do genomu VACV vkladany geny pro modulaci imunitni odpovédi. Jednim takovym je gen
pro faktor stimulujici kolonie granulocytll a makrofagu (GM-CSF). Tento gen byl vioZzen pod
synteticky Casné-pozdni promotor do genu pro TK jak u jiz zmifiované vakciny JX-963, tak u
klinicky testované JX-594 (Pexa-Vec) odvozené od kmene Wyeth a dalSich preklinicky
testovanych vakcin (Thorne et al. 2007; Kim et al. 2006; Deng et al. 2016). GM-CSF
stimuluje proliferaci a diferenciaci progenitoru spole¢ného pro neutrofily, eozinofily a
monocyty, zvySuje miru exprese MHC Il molekul a v neposledni Fadé indukuje migraci
dendritickych bunék. Exprese GM-CSF téz vede ke zvySené mife migrace CD4+ a CD8+ T
lymfocytl a tkanovych makrofagl do nadoru (Mastrangelo et al. 1999). Posileni replikace
faktor (EGFR)/Ras signalni drahy a inaktivaci drahy zodpovidajici za odpovéd’ interferond
prvniho typu (Parato et al. 2012).

Klinické testy s JX-594 na pacientech s hepatocelularnim karcinomem at' uz virového ¢i
jiného puvodu ukazaly, Ze tato vakcina vede kromé jiného kindukci cytotoxickych T
lymfocytl specifickych pro B-galaktosidazu exprimovanou JX-594 a pro vakciniové antigeny.
Déale dochazi k rozpadu a poskozeni cévniho zasobovani tumoru a kindukci nekrézy

rakovinnych bunék (Heo et al. 2013). U pacientl s karcinomem vyvolanym virem hepatitidy B
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(HBV) doslo téz ke snizeni hladiny virovych partikuli v téle. A to jednak diky nekroze
nadorovych bunék, které jsou zdrojem viru, a jednak diky pravdépodobnému potlaceni
replikace HBV prostifednictvim cytokind TNF-a a IFN-y indukovanych VACYV (Liu et al. 2008).
| kdyz byla tato vakcina dobfe pfijimana — vedlejSi ucinky spojené s jejim podanim byly
omezené na mirné chfipkovité projevy a pfipadnou nevolnost — a navodila nekrézu u pfimo
injikovanych i neinjikovanych nador, nevedla k uplnému vyléCeni, pouze k prodlouzeni
zivota nékterych testovanych pacientt (Heo et al. 2013; Liu et al. 2008). Podobné vysledky
byly ziskany i z testd na pacientech s nadory plic, melanomy a nadory kone¢niku a tlustého
stfeva (Park et al. 2008).

Dalsi vakcinou kombinujici deleci i preruSeni genu s expresi molekul modulujicich
imunitni odpovéd je tzv. JX-795 odvozena od WR. Gen pro IFN-B byl vlozen opét do TK
genu pod ¢asné-pozdni promotor p7.5, coz vede k expresi interferonu az v pozdéjsich fazich
infekce a zvySuje se pravdépodobnost, ze se bude uc€inné exprimovat jen v rakovinnych
bunkach. Normalni bufky ¢asné po infekci aktivuji interferonovou odpovéd typu | a znemozni
expresi IFN-B. ZvySené selektivity tumorovych bunék a atenuace viru je dosazeno deleci
genu B18R, kédujicim solubilni homolog receptoru pro IFN typu I. Aplikace této vakciny
vedla ve zvifecim modelu se stfevnim tumorem k pfimé lyzi bunék a indukci specifickych
cytotoxickych T lymfocytd. U zvifat, u nichz doSlo ke kompletni destrukci tumoru, byla
vytvofena imunitni pamét zamezujici opakovanému vytvoreni tumoru (Kirn et al. 2007).
V ramci tumort plicniho puvodu se ale mechanismus ucinku lisi. Vakcina je schopna navodit
Cisté onkolytickou odpovéd, ¢i odpoved zavislou na CD8+ T lymfocytech, dle toho od jakych
bunék je konkrétni tumor odvozen (Wang et al. 2012).

Molekul modulujicich imunitni odpovéd testovanych pro zlepSeni efektivity
onkolytickych vakcin je cela fada. Jako dalsi pfiklad muze slouzit chemokin CCL5, jehoz
exprese vede ke zvySeni miry infiltrace NK bunék, CD4+, cytotoxickych CD8+ T lymfocytu a
CD11c+ dendritickych bunék do prostfedi tumoru. Rovnéz zlepSuje schopnost viru pretrvat
v tumoru i v dobé, kdy je virus imunitnim systémem odklizen ze zbytku tkani (Li et al. 2011).
Silna vaskularizace nadoru nabizi dalsi moznost zvySeni efektivity vakcin, a to expresi
receptoru pro vaskularni endotelialni rastovy faktor (VEGF). Exprese tohoto receptoru vede u
zvifeciho modelu ke znacné redukci velikosti renalnich tumort bez detekované toxicity pro
jatra (Guse et al. 2010). DalSim proteinem, jehoz exprese ma potencial zlepsit protitumorovy
efekt vakcin je protein morfogeneze kosti (BMP-4) (Duggal et al. 2013).

V8echny vySe uvedené onkolytické vakciny jsou zaloZzené na replikujicich se kmenech
VACV. Trochu odlisnd strategie byla pouzita u vakciny na bazi MVA s vloZzenym
sebevrazednym genem pro fuzni protein odvozeny od kvasinkové cytosin deaminazy a uracil

fosforibosyltransferazy. Tento fuzni enzym exprimovany v nadoru pfeménuje netoxickou
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latku 5-fluorocystein na toxicky 5-fluorouracil a 5-fluorouridin monofosfat, ktery inhibuje
thymidylat syntazu a znemoznuje tim syntézu DNA (Erbs et al. 2008).

Onkolytické vakciny mohou vyuzivat jeSté dalSi strategii, a to expresi antigenu
asociovanych s nadory. Jednou pro celou fadu nadoru specifickou povrchovou molekulou je
5T4 onkofetalni antigen, ktery se za normalniho stavu vyskytuje v burikach trofoblastu,
nicméné v dospélych zdravych tkanich takfka nikoliv (Southall et al. 1990). Terapeuticka
vakcina proti rakoviné ledvin na bazi MVA exprimujici tento antigen nese nazev TroVax.
Klinické testy stouto vakcinou vSak nepfinesly ofekavané vysledky. U pacientl se sice
vyvinula vcelku silna protilatkova i specificka bunééna odpovéd a vakcina byla obecné dobre
pfijimana a bezpecna, nicméné prodlouzeni Zivota pacientl nebylo statisticky vyznamné.
Vysledky naznaluji, Zze by Ié€ba mohla byt efektivngjsi pfi dukladném vybéru pacientd
s ohledem na celkovy stav jejich imunitniho systému a mikroprostfedi konkrétniho nadoru
(Amato et al. 2008; Amato et al. 2010).
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Obr. €. 6: Mechanismy ucinku onkolytickych vakcin. (Modré symboly = cytokiny; ¢ervené symboly =

antigeny; zluté symboly = signaly nebezpeci.) Upraveno dle (Kirn and Thorne 2009)
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4 Zaver

Virus vakcinie stejné jako dalSi zastupci rodu Orthopoxviridae mél a stale ma
nezanedbatelny vyznam. Neni zcela jasné, jak a kdy pfesné se tento virus objevil, i kdyz
podobnost mezi jednotlivymi viry ukazuje na mozny vznik z viru kravskych a koriskych
nestovic. Od konce 18. stoleti prodélal VACV fadu zmén. A to nejprve diky skarifikaci na
Zivych zvifatech, kde se na zménach v genomu podilel imunitni systém hostitelskych zvifat,
a pozdéji cilenym zasahovanim metodami genoveého inzenyrstvi.

Prvni ze d&tyf generaci vakcin pfipravovana zlymfy infikovanych zvifat umoznila
kompletni eradikaci pravych neStovic. Proti pravym neStovicim byly pfipraveny i vakciny
druhé a tfeti generace, které jsou bezpeénéjSi a v pfipadé vakcin tfeti generace
aplikovatelné i na imunokompromitované jedince.

V genomu VACV se nachazi cela fada genu, jejichz produkty interaguji s imunitni
odpovédi hostitele a modifikuji ji. Pravé manipulace s témito geny umozriuje optimalizovat
potencial VACV jakozto vektoru. Mezi tyto geny patfi gen pro homolog receptoru pro
interferon a/B, thymidin kinazu, recepetor pro TNF-a, modifikator cytokinové odpovédi C,
serpiny, homolog fosfolipazy D, hemaglutinin a obecné geny ovliviiujici hostitelské spektrum.

Od doby, kdy bylo zjisténo, ze VACYV je schopen uginné exprimovat cizorodou DNA, byla
pfipravena fada rekombinantnich vakcin proti Siroké Skale heterolognich infek&nich i
onkologickych onemocnéni. Pozornost je vénovana pfedevSim onemocnénim, u nichz jsou
potize s pfipravou vakcin odvozenych pfimo od patogen(, které onemocnéni zpusobuiji, jako
napfiklad HIV ¢&i virus hepatitidy B. Terapeutické vakciny pro [éCbu onkologickych
onemocnéni pak vyuzivaji jak schopnosti VACV se silné replikovat v rakovinnych burikach a
zpusobovat jejich lyzi, tak stimulovat pfirozenou i adaptivni imunitni odpovéd.

Rekombinantni vakciny na bazi VACV se ukazaly jako dobfe pfijimané a imunogenni.
Rovnéz preklinicka i klinicka testovani vykazuji slibné vysledky, a pfestoze Zadna
z rekombinantnich vakcin nebyla doposud licencovana, VACV je slibné se vyvijejicim

prostfedkem pro boj s infekEnimi i onkologickymi chorobami.
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