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1. UVOD

Anglicky |ékar Edward Jenner (1749-1823) piened vroce 1796 materid
ziskany z puchyiku dojicky krav nakazené kravskymi nestovicemi do ranky v kuzi
osmiletého chlapce a provedl tak prvni ockovani (vakcinaci) proti variole, viru
pravych nestovic. Toto ockovani se brzy ukazalo jako velmi G¢inné a rychle se
rozsifilo v Evropé i v Americe. Témér o 100 let pozdgji, vroce 1885 pouzil
francouzsky védec Louis Pasteur jako dalsi ockovaci latku oslabeny virus vztekliny,
ktery byl schopen chranit proti prirozené infekci. Ve 20. stoleti pak ockovaci latky
pribyvaly velmi rychle a Uspésné chrénily pacienty pred cetnymi infekenimi
onemocnénimi (zaskrt, tetanus, davivy kasel, détské obrna atd.). Jednalo se o
inaktivované (usmrcené), zivé atenuované nebo subjednotkové vakciny, které
obsahovaly pouze ur¢itou slozku patogena. Plosnym ockovanim byly vyznamné
potlaceny nebo zcela zlikvidovany mnohé do té doby fatdni nemoci. Celosvétového
Uspéchu bylo dosazeno ve 2. poloving 20. stoleti v programu eradikace pravych
nestovic. V roce 1966 piijala Svétova zdravotnicka organizace (WHO) program
eradikace varioly adne 11. zaii 1977 byl v somalském piistavu Merca diagnostikovan
posledni piirozené infikovany pacient variolou na svéteé.

Vakcinace proti infekénim onemocnénim je zalozena na aktivad imunitniho
systému pacienta, bud nespecificky nebo podanim upraveného antigenu
pochézejiciho z patogena, proti kterému je nasledné vyvolana imunitni odpovéd’. Na
podobném principu je zalozena i myslenka imunoterapie nadoria. V tomto pripadé
jsou vsak cilem imunitniho systému vlastni nadorové transformované bunky.
Imunoterapie mize byt pasivni, kdy jsou pacientovi podavany piimo aktivni slozky
imunity, jako protilatky nebo imunitni bunky (lymfocyty, makrofégy) nebo maze byt
cilem aktivace vlastniho imunitnino systému pacienta, pak hovoiime o aktivni
imunoterapii. Imunoterapie muze byt t& nespecifickg, kdy je vyvolana obecna
stimulace imunitniho systému. Ciler¢ ji provedl koncem 19. stoleti William Coley,
ktery na z&kladé pozorovéni spontanniho Ustupu nédortt u pacientti po horecnatém
infekénim onemocnéni  provedl nespecifickou aktivaci imunitniho  systému
supernatanty z bakteridnich kultur. Metoda se ukazala jako nadéjna a pozdkji
potvrzené adjuvantni Uc¢inky nékterych bakteridnich produkti (piedevsim BCG

Mycobacterium bovis nebo extraktti z Listeria monocytogenes) jSOU Vyuzivany



doposud. Jgich adjuvantni pusobeni proti néddorim spociva hlavné v aktivaci
makrofagi a NK bungk. Moderni adjuvans (napt. CpG nebo monofosforyl lipid A)
jsou pak pokud mozno co nejlépe definovand Vzhledem k tomu, Ze i nadorové bunky
mohou byt pro imunitni systém rozpoznatelné napiiklad tim, Zze exprimuji takové
antigeny, které se na povrchu zdravych bunék nevyskytuji (virové antigeny nebo
zérodec né antigeny, které se v dospélém organismu jiz neexprimuiji), Ize uvazovat i o
specifické imunoterapii nédoru prostiednictvim vakcin obsahujicich tyto antigeny.
Cilem takovych vakcin je pak aktivace efektorovych protinddorovych mechanismu,
které j sou specifické pro antigeny nachazejici sev nadorovych bunkach.

Imunoterapie je spolu s genovou terapii dalsi vyvijgici se aternativou
doposud pouzivané klasické |écby nédora zalozené na kombinaci chirurgie,
chemoterapie a radioterapie. Situace u pacientt srozvinutym nadorovym
onemocnénim je vsak komplikovana a z doposud ziskanych poznatkt se prozatim
piedpoklada vyuziti imunoterapie spise k & b¢ tzv. minimalni rezidudlni nemoci po
obvyklé |éb¢ nadort, jeji kombinace sklasickymi piistupy nebo pouziti v ¢asnych
stadiich vyvoje nador.

Jednim z onemocneéni, které by mohlo byt vhodné pro nadorovou imunoterapii
je karcinom délozniho ¢ipku a jemu predchazejici 1éze. Vznik tohoto onemocnéni je
totiz blizce spjat s virovouinfekci a v nadorovych bunkach jsou exprimovany
antigeny lidskych papilomavira. Tyto antigeny (zeména E6 a E7) jsou proto
vhodnym cilem pro vyvoj specifickych imunoterapeutickych vakcin.

Hlavnim predmétem této prace je vyvoj modelové terapeutické vakciny proti
nadoriam asociovanym slidskym papilomavirem 16 (HPV-16) za pouziti toxinu CyaA
bakterie Bordetella pertusis a rovnéz studium bunécné imunitni odpovédi vyvolané

vakcinaci riznymi typy vakcin namifenymi proti antigenu E7 viru HPV-16 u mysi.



1.1. Lidské papilomaviry asociované s nadory

1.1.1. Charakterizace papilomaviri

Papilomaviry jsou dsDNA viry sneobalenou kapsidou o praméru 52-55 nm,
kterd je tvorena 72 pentamerickymi kapsomerami v ikosahedrénim uspoiédani. Radi
se do celedi Papillomaviridae. Genom papilomaviri tvori kruhova dvouretézcova
DNA o velikosti priblizné 8000 part bazi, ktera koduje ¢asné regulacni geny (E1-E8),
z nichz nekteré (E3, E5, E8) jsou pritomné jen u urcitych typa papilomavirt. Dae
kéduje pozdni geny strukturni (L1, L2), jejichz produkty vytvéiegji kapsidu. Protein L1
ma schopnost uspoiédat se do prazdnych partikuli, které jsou strukturné podobné
virovym partikulim, tzv. pseudopartikuli (VLP).

Pro papilomaviry je charakteristicka druhova a tkanova specifita, dosud nebyl
zaznamenan jegjich mezidruhovy prenos. Byly detekovany u lidi (HPV) i u sirokého
spektra dalsich obratloven (krélici, skot, kocky, papousci). V sou¢asné dobe je zndmo
vice nez 100 genotypu lidskych papilomavird a jsou objevovany dalsi. Novy typ
papilomaviru je definovan na zé&klad¢é veétsi nez 10 % odlisnosti v genu L1 od jiz
klasifikovanych typu. V pripadé, ze jsou odlisnosti v rozmezi 2-10%, jedna se o novy
subtyp, je-li rozdil mensi nez 2%, jde o variantu jiz klasifikovaného typu.

Podle typu infikovaného epitelu Ize rozlisovat papilomaviry kozni a dizni¢ni
nebo je lze nalézt soucasné v |ézich kuze i diznic. Infikuji napt. dlazdicovy epitel
genitaniho traktu, andni a perianalni oblasti nebo dizni¢ni epitel hrtanu. HPV mohou
zpusobovat razna benigni (napi. dysplasie cervixu, condyloma acuminatum, verruca
vulgaris, epidermodysplasia verruciformis, orani papilom, laryngedlni, naslni
papilomatdza atd.) nebo maligni onemocnéni (napk. karcinom cervixu, vulvy, penisu,
dlazdicovy karcinom kuze, Ustni dutiny, karcinom hrtanu, jicnu). Podle svého
onkogenniho potencidlu se déli na vysoce rizikové typy (napi. 16, 18, 31, 33, 35, 39,
45, 51, 52, 56, 58) atypy nizcerizikové (napt. 6, 11, 34, 40, 42, 43, 44, 54, 70, 74).

1.1.2. Papilomaviry a karcinom cervixu

Karcinom délozniho ¢ipku (cervixu) je celosvétové druhym nej¢astéjsim
nadorovym onemocnénim u zen. V roce 2002 bylo registrovano 493,000 novych
piipadi a zemielo nangj 274,000 pacientek (Parkin et a., 2005). V Ceské republice je
ro¢n¢ diagnostikovano priblizné 1000 novych pacientek stimto onemocnénim a asi

400 7en na néj umird. Vznik karcinomu cervixu a jemu piedchazejicich 1ézi souvisi



sinfekci vysokorizikovymi typy papilomavira, zefména HPV-16 a 18. Jeho vznik bez
pritomnosti HPV je rovnéz mozny, aeje vzécny (Mikyskova, 2003).

Projevy HPV infekce mohou byt latentni, subklinické nebo klinické. Latentni
virovou infekci je mozné zjistit pouze laboratorni detekci viru, rutinné piitomnosti
papilomavirové DNA. Subklinické projevy infekce je jiz mozné odhalit
kolposkopickym, cytologickym nebo histologickym vysetirenim. Latentni a
subklinické formy mohou spontanné regredovat. Klinické projevy jsou viditelné
pouhym okem. Cervikani Iéze s malignim potencidlem, tzv. cervikdni intraepiteliani
neoplazie (CIN) nebo podle novejsi klasifikace skvamaozni intraepitelidlni 1éze (SIL),
se v zavidosti na pokroc¢ilosti oznatuji jako ,, low grade* (LSIL, low-grade CIN, CIN
[) a ,high grade’ (HSIL, high-grade CIN, CIN II, CIN II1). Dalsim stupném je pak
invazivni karcinom. V ptipack cervik@niho karcinomu se prevaence infekce HPV
pohybuje celosvétove kolem 96%, z ¢ehoz v 57,4 % pripadh je zastoupen typ HPV-16
av 16,6% je pritomen typ HPV-18 (Munoz et al., 2004).

S onkogenni aktivitou lidskych papilomavira jsou spojovany proteiny E5, E6 a
E7. Transformacni potencia proteinu E5 je pouze slaby a uplatiiuje se zeména
v ¢asnych fazich rozvoje nadorového onemocnéni. Pasobi na zvyseni bunécné
odpovedi na rastové faktory a oslabuje mezibunécéné kontakty epitelidnich bunek. To
vede ke zvyseni proliferace a ke snizeni kontroly ristu infikovaného epitelu (Bravo,
2004). Dédle se podili na snizeni povrchové exprese MHC-I tim, ze interaguje
stézkym tetézcem MHC-I a zadrzuje ho v Golgiho apardtu (Ashrafi et a., 2006).
Aktivita E5 je mnohem vyznamngjsi u bovinnich papilomavira. U lidi jsou hlavnimi
onkogeny proteiny E6 a E7, které se podilgji na onkogenni transformaci bunky
prostiednictvim své interakce sregulacnimi bunécnymi proteiny. Jednim z téchto
proteind je p53, ktery reguluje bunéeny cyklus a kontroluje piechod do apopt6zy. Po
vazb¢é k proteinu E6 je p53 oznacen ubikvitinem pro proteolytickou degradaci a
bunéénd proliferace jim prestane byt kontrolovana. Dalsi aktivitou proteinu E6 je
indukce telomerdzové aktivity v keratinocytech, ktera v dospélych bunkéch obvykle
aktivni neni a je tak dulezita pro jgjich imortalizaci. Dochazi k tomu pravdépodobné
zvysenim transkripce hTERT, katalytické podjednotky telomerazy (Oh et a., 2001).
Protein E7 se véze na dalsi dalezity reguléor proliferace, protein Rb (protein
retinoblastoma), ktery pak nedokaze inaktivovat transkripéni faktor E2F, coz také
vede ke ztraté kontroly proliferace. Dalsi protein, se kterym E7 viru HPV-16
interaguje a nasledné spousti jeho proteolytickou degradaci je IGFBP-3 (insulin-like



growth factor binding protein 3). Tento protein je schopen inhibovat proliferaci a
indukovat apopt6zu. Tato aktivita je vazbou k E7 zrusena (Mannhardt et al., 2000).
Exprese onkoproteini E6 a E7 vede k imortalizaci infikovanych bunek, destabilizaci
genomu a vzniku mutaci. Zatimco po infekci epitelu, ve kterém dochazi ke
kone¢nédiferenciaci bunék do stadia keratinocytd, zastava HPV DNA v epizomalni
form¢, ve dizniénim epitelu v pokroc¢ilém stadiu onemocnéni dochézi v oblasti HPV
genu EV/E2 k jgji integraci do genomu. Tim je zrusen represivni vliv E2 na expresi E6
a E7, coz vede k jgich zvysené produkci. Exprese onkoproteini E6 a E7 vsak neni
dostatecna pro vznik nadorového onemocnéni a jsou k tomu nutné jesté dalsi zmeény

(tzv. vicestupiova kancerogeneze).

1.1.3. Imunitni odpovéd’ proti papilomavirim

Vétsina genitalnich infekci zpisobenych lidskymi papilomaviry probéhne
asymptomaticky a je odstranéna jesté pred vznikem premalignich nebo malignich 1€ézi.
V piipadé HPV-16 je to obvykle do 1 roku po infekci. Eliminace infekce HPV-18
z organismu trva déle a pacienti s malignimi [ézemi, ktefi jsou pozitivni na HPV-18,
maji obvykle horsi prognézu. Rovréz u nich vétsina |ézi tzv. nizkého stupné
spontanné regreduje. Vzniku rakoviny délozniho ¢ipku piedchazi obdobi perzistentni
infekce HPV, béhem kterého organismus jiz nedokéze papilomavirovou infekci
odstranit. Papilomavirova DNA je pak v transformovanych bunkéch piitomna
v epizomdni form¢ a/nebo integrovana do genomu. Ob¢ tyto formy se vyskytuji u
HPV-16, u HPV-18 byla DNA nalezena pouze integrovana do genomu.

Imunitni odpoveéd’, kterd byla vyvolana prirozenou papilomavirovou infekci je
daba Pricin je hned nekolik. Jednak jsou papilomavirové proteiny méo imunogenni,
infekce a mnozeni HPV probih& lokéiné v keratinocytech, nema viremickou fazi a
produktivni infekce neni lyticka a nevyvolava proto ani lokani zanét. Viriony HPV se
sklddaji v diferencovanych epiteidnich bunkéch a virové partikule se uvoliuji
v odlucujicich se bunkéch. Vysoce rizikové papilomaviry také dokazi owvlivnit
mechanismy, které v organismu vznikaji jako protivirovd ochrana Jednim z téchto
mechanisma je napt. signani draha interferond |. téidy. Tohoto procesu se Ucastni
proteiny E6 i E7. Bylo zjisténo, ze protein E6 viru HPV-16 se véze k transkripénimu
faktoru IRF-3 (interferon regulatory factor 3) a inaktivuje ho (Ronco et al., 1998).

Tento transkripcni faktor ma dalezitou roli v regulaci gena pro IFN-a i IFN-B. Dalsi
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transkripéni faktor IRF-1, ktery se Ucastni signdizace IFN-B, je inaktivovan
prostiednictvim proteinu E7 viru HPV-16 (Park et a., 2000). Ten ma té& schopnost
inhibovat protivirovy ucinek IFN-a (Barnard et al., 2000). Dalsim dasledkem virové
infekce je snizeni exprese molekul MHC-1. Bylo zjisténo, ze protein E7 vira HPV-16 i
HPV-18 je schopen represe promotoru tézkého fetézce MHCH, takze virem napadené
buriky nejsou rozpoznavany prostiednictvim CTL. Protein E7 viru HPV-18 je navic
schopen inhibovat transkripci genu LMP2, kodujiciho proteazomdalni protein, ktery
zvysuje degradaci cytoplazmatickych proteinti a TAPL, ktery je dulezity pro pienos
peptida  zcytoplazmy do endoplazmatického retikula pro vazbu k MHCH
(Georgopoulos et al., 2000). Imunitni odpovéd muze byt inhibovana i diky zvyseni
exprese TGFB-1, kterd koreluje s expresi proteinu E7 viru HPV-16 (Xu et a., 2006).
Nedavno bylo rovnéz zjisténo, ze v lidskych primarnich epitelidnich bunkach byla po
infekci HPV-16 snizena transkripéni aktivita TLR-9. Zodpovédné za to byly zigimé
proteiny E6 a E7. Mohlo by se tak jednat 0 mozny mechanismus, kterym vysoce
rizikové typy papilomaviria potlacuji nespecifickou imunitni odpoveéd’ (Hasan, 2006).
Pokud neni HPV z organismu odstranén, muze dojit k nadorové transformaci bunek.
Ve veétsing pripadu s vsak nakonec imunitni systém s HPV infekci poradi. Vznika
lokdlni bunécénd imunitni odpovéd a jsou produkovany sérove neutralizacni
protilatky. Ty vznikgi proti strukturnim i nestrukturnim virovym proteinam. Proti
kapsidovému proteinu L1 viru HPV16 jsou protilatky produkovany obvykle mezi 4
meésici a5 lety po primarni infekci, avsak nékteré infikované zeny métitelnou hladinu
protilatek nemaji (Carter et a., 2000). Protilatky proti E7 byly detekovany v mnohem
VEtsi mite u pacientek sinvazivnim karcinomem cervixu (Jochmus-Kudielka et al.,
1989). Buné&éna imunitni odpoveéd proti prirozené HPV infekci je pomérné méo
prostudovand, jgji vyznam je vsak zigimé zasadni. Napt. maligni a premaligni |éze
spojené sHPV jsou castéjsi u imunosuprimovanych jedinca (Hawes et a., 2006) a
v ustupujicich genitanich lézich byla zjisténa infiltrace makrofagh a CD4" aCD8' T
lymfocytt (Coleman et a., 1994). Co se tyce charakterizace imunitni odpovéedi u
pacienti s nadorovym onemocnénim vyvolanym papilomaviry, podil pacienti
skarcinomem cervixu, u kterych byly detekovany CTL specifické pro antigeny
HPV-16 selisi v jednotlivych studiich (18-100%) (Valdespino et a., 2005). Lze vsak
fici, ze CTL specifické pro HPV-16 jsou u pacienta obvykle piitomny, i kdyz
v maém mnozstvi. Rozvoji onemocnéni pak zieimé napoméhaji dalsi imunologické

deficity, které brani vzniku Uc¢inné bunééné zprostredkované odpovedi. Bylo napt.
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zjisténo, ze u pacienta s chronickou infekci HPV-16 nebo s cervikdnim karcinomem
je narusend CD4" Thl imunitni odpovéd proti ¢asnym nestrukturnim
papilomavirovym antigenaim E2 a E6 (de Jong et a., 2004). Zajimave je, ze nebyly
nalezeny odlisnosti ve velikosti indukované Thl imunity specifické pro antigen L1
viru HPV-16 u zdravych lidi, kteti se v minulosti setkali s papilomavirovou infekci a
u pacientek skarcinomem cervixu. Mechanismy regulace imunity proti L1 jsou tak
zigimé odlisné od regulace odpovédi proti antigenim E2 a E6 (van Poelgeest et al.,
2006). V porovnani sHPV-16, je u HPV-18 Thl imunita proti E6 u zdravych osob
niz§i arovnéz nebyla nalezena u malignich paciena (Welters et a., 2006).

V soucasné dobé je vseobecné prijimana teorie, ze pro eliminaci nadorovych
bunék z organismu je nutny dobie fungujici imunitni systém, ktery prostiednictvim
mechanismi zalozenych predevsim na bunécné imunité, zefména na cytotoxickych
T-lymfocytech a NK bunkach, rozpoznéva a odstrainuje nadorové transformované
buiky. Humordni imunita reprezentovana B-lymfocyty hrge vtomto procesu
minoritni Ulohu. Tento koncept se nazyva ,,immunosurveillance® a navrhli ho
MacFarland Burnet a Lewis Thomas v 50.-tych letech 20. stoleti. Nadorové bunky
vsak magji raizné mechanismy, pomoci kterych dokézi imunitnimu systému uniknout.
Krom¢ imunomodulagnich a imunosupresivnich (cinka (napt. lokani produkce
imunosupresorickych latek, indukce anergie nebo apoptéza CTL) jsou velmi casté
defekty v prezentaci antigena prostiednictvim MHC molekul . tfidy a snizena
exprese molekul MHC-I, kter4 byla detekovana cca u 70-90% pacienti s cervikanim
karcinomem (Koopman et a., 2000). Za tyto jevy jsou zodpovédné molekul arni
mechanismy, které zahrnuji mutace v B2>-mikroglobulinu nebo v tézkém fetézci MHC
azmeény v expresi proteint zahrnutych do procesu zpracovani antigent. Nova mozné
strategie, ktera by mohla zabranit Uniku MHC-1 defektnich nédorovych bun¢k
imunitni kontrole, by mohla byt zalozena na nedavno objevenych cytotoxickych
T-lymfocytech specifickych pro soubor peptidovych epitopt, které se objevuji na
molekuldch MHC-I na povrchu bunék sposkozenou funkci TAP, tapasinu nebo
proteazomu. | kdyz je Uroven exprese molekul MHC-I natéchto bunkach velmi nizka,
je pro zminované specifické CTL nezbytna. Jelikoz tyto epitopy nejsou prezentovany
na normanich bunkéach, mohly by byt vyuzity pro peptidovou vakcinaci nebo
adoptivni prenos T-bunék specifickych pro néadorové buiky s poskozenou funkci
zpracovani peptidua (van Hall et al., 2006).

Koncept terapeutické vakcinace proti nadoram ma za ukol vyvolat imunitni
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odpovéd’ proti nddorove transformovanym bunikam. Vyhodné je to zeiména v pripadé
nédorti asociovanych svirovou infekci, kde se nadorové antigeny nenachézeji
v normanich bunkach. V tom piipadé je moznd i preventivni vakcinace, kdy jde
hlavné o vyvolani neutralizac¢nich protildek proti viru a jeho eiminaci z organismu

jeste pred zah§ enim nadorové transformace.

1.1.4. Preventivni vakciny proti papilomavir im

V soucasné dob¢ jsou jiz pro klinické pouziti dostupné dvé preventivni
vakciny proti papilomaviraim, které jsou obé zalozené na pseudopartikulich (VLP,
virus-like particle) tvorenych kapsidovymi proteiny raznych typt papilomavira. Tyto
pseudopartikule jsou schopné vyvolat vznik vysoce specifickych neutraliza¢nich
protildtek a zabranit tak virové infekci. Bohuzel nejsou schopné ovlivnit jiz
probihgjici infekci urcitym typem papilomaviru, doké&zi vsak vyvolat neutralizasni
protilétky proti jinym typam papilomavira obsazenym v pseudopartikulich. Jednou ze
zmifiovanych vakcin je Gardasil™™ firmy Merck (USA). V Evropské unii byla tato
vakcina schvdena pod nazvem SILGARD. Gardasil je kvadrivalentni rekombinantni
vakcina, kterd obsahuje kapsidovy protein L1 papilomavirovych typa 6, 11, 16 a 18.
Jednotlivé typy HPV jsou v jedné davce zastoupeny v uvedeném poiadi v pomeéru
20/40/40/20 pg. Vakcina slouzi pro prevenci karcinomu cervixu a nékterych dalsich
onemocnéni vyvolanych lidskymi papilomaviry typu 16 a 18 (vulvarni a vaginani
prekancerdzni 1éze) a rovnéz pro prevenci genitdnich bradavic zpasobenych HPV
typy 6 a 11. Téme 100% innost Gardasilu byla provérena ve ¢tyrech
placebo-kontrolovanych, dvojité slepych, randomizovanych klinickych studiich ve
fézi 1l alll. Celkem bylo vefazi Il alll sledovano 20 541 zen ve véku od 16 do 26 let,
po dobu az 5-ti let. Celkova délka ochrany a nutnost pripadné revakcinace vsak
doposud neni znama. Vzhledem k tomu, Ze se jedna o sexudné pirenosnou infekci, je
idedni doba pro vakcinaci jesté pied moznym stykem s HPV, tedy u mladych divek.
Bylo zjisténo, ze divky ve véku 9-15 let odpoviday na vakcinu obdobné jako zeny ve
véku 16-26 let, proto je vakcina uréena pravé pro divky v tomto véku. Vakcina se
podava v adjuvans aum (aluminium hydroxyfosfat sulfét) intramuskularné ve 3
davkach, v pribéhu 6 meésici a cena jedné davky byla stanovena na 120$. O néco
pozdéji by méla byt dostupna i vakcina firmy GlaxoSmithKline (Belgie), ktera byla
nazvéna Cervarix'™. Cervarix obsahuje pouze HPV typi 16 a 18 a je podavén
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v adjuvans A S04, tvorenym aluminium hydroxidem a monofosforyl lipidem A, cozje
synteticky derivét lipopolysacharidi. Na rozdil od vakciny Gardasil, ktera je
piipravovana v kvasinkovém systému (Saccharomyces pombe), jSou pseudoviriony
vakciny Cervarix tvoieny proteiny produkovanymi v bakulovirovém expresnim
systému. VLP obou typi HPV jsou vytvoreny oddélené a néasledné jsou
zkombinovany v pomgru 1:1.

Dalsi vyzkum v oblasti profylaktickych vakcin proti HPV se nyni soustiedi na
vyvoj vakcin druhé generace, které by mély byt zamérené na dalsi typy HPV, na
snizeni vyrobnich a distribucnich ndkladu (produkce v rostlinach, produkce kapsomer
V E.coli, stabilizace partikuli, nasalni a ordlni vakciny) a na produkci kombinovanych
vakcin (chimerické partikule, kombinace s terapeutickymi vakcinami). Vyzkum je
rovnéz zameien na imunizaci polypeptidem L2, ktery je schopen indukovat kiizoveé
neutralizacni protilétky, tedy L2 jednoho typu HPV je schopen indukovat protilétky i
proti jinym typam HPV. Titry téchto protilatek jsou vsak vyrazné nizsi nez titry
protilatek indukovanych VLP, které jsou vsak zase vysoce specifické pro dany typ
HPV (Pastrana et al., 2005). Imunogenita L2 je v sou¢asné dob¢ piedmétem studia,
protoze v pripadé imunizace DNA vakcinou nesouci gen L2 byla vyvolana velice
slaba protilatkova odpoved, kterd je kiizoveé neutralizacni pouze v piipadk, ze je L2
soucésti VLP (Hitzeroth, 2006).

1.1.5. Terapeutické vakciny proti niadorim asociovanym s HPV

infekci

Vzhledem k tomu, Ze sou¢asné metody pro lé&tbu premalignich a malignich
lézi asociovanych s HPV nelé&i vsechny pacientky a také proto, ze velkou ¢ést
populace tvori zeny, které ngisou cilovou skupinou pro vakcinaci preventivnimi
vakcinami, je stde velmi aktudni vyvoj terapeutické vakciny. Na rozdil od
preventivnich vakcin nebyla doposud schvalena zadna terapeuticka vakcina, ktera by
mohla byt pouzita pro terapii karcinomu cervixu a jemu piedchazejicich 1ézi u lidi.
Razné typy vakcin se viak stdle vyvijgi a testuji. Jejich hlavnim cilem je vyvolat a
posilit imunitni odpovéd proti papilomavirovym antigenum, ktera by vedlak likvidaci
bun¢k, které je exprimuiji. Jako ciloveé antigeny jsou nej¢astéji pouzivany proteiny E6
a E7, nebot’ jsou exprimovény v bunkach vétsiny HPV karcinomi (jednd se o

antigeny asociované s nadory, TAA), ngjsou pritomné v normanich bunkéch a jsou
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nezbytné pro bunécnou transformaci a udrzovani transformovaného fenotypu. Proto je
také nepravdépodobné, Ze by mechanismus tniku imunité nadorovych bunék probihal
pies ztratu exprese téchto antigeni. Kapsidove proteiny L1 a L2 ngjsou primarnim
cilem terapeutickych vakcin, protoze se nachazeji jen v termindné diferencovanych
epiteliainich bunkach a nikoliv v proliferujicich bunkéach premalignich a malignich
lezi (Longworth and Laimins, 2004). Po vakcinaci papilomavirovymi
pseudopartikulemi nebo kapsomerami vsak proti nim také vznikd CTL odpovéd a in
vivo ochrana pied nadory exprimujicimi L1 (Ohlschlager et al., 2003).
Pseudopartikule je mozné pouzit také jako kombinovanou vakcinu pro terapii i
prevenci papilomavirové infekce, nebot’ je Ize vyuzit pro dopravu ¢asnych antigend.
Bylo zjisténo, ze chimerickd vakcina skladagjici se z pseudopartikuli HPV-16 a
proteinu E7 je schopna chranit mysi pied nédory TC-1, které exprimuji E7, i
indukovat neutralizacni protilétky proti virovym kapsidam (Greenstone et al., 1998).
Opakovana vakcinace chimérickymi VLP scilem navodit bunénou imunitu proti
dopravovanému ¢asnému antigenu ae z divodu existence neutralizatnich protilatek
proti kapsidovym proteinam vyvolanych piedchozi vakcinaci neni efektivni (Da Silva
et al., 2001). Casné papilomavirové antigeny jsou podavany v riznych forméch, nap.
pomoci zivych vektort, ve formé peptida nebo proteini, ve formé nukleové kyseliny
nebo prostiednictvim bunécnych a rostlinnych vakcin. Pouzivaji se celé proteiny nebo
jejich ¢asti a vyuzivaji se jegich rizné modifikace. Nékteré vakcinatni pristupy byly
aspesné v preklinickych modelech a dalsi jsou jiz testovany v klinickych studiich faze
I all.

Vyhodou virovych vektori je jgich vysokd imunogenita, nevyhodou napi.
jejich potencidni nebezpecnost nebo preexistujici virova imunita. Z tohoto diavodu se
vyvijgi atenuované virové vektory, které maji ale mnohdy snizenou imunogenitu.
Imunita proti pouzivanému virovému vektoru se da castecné pieklenout pomoci
» prime-boost” vakcinatni strategie, tedy kombinaci heterolognich vakcin nesoucich
steiny antigen. Vhodnym virovym vektorem je rekombinantni virus vakcinie (rvV),
na kterém je zalozena napi. vakcina TA-HPV firmy Xenova Research Ltd. Vakcina
TA-HPV koduje proteiny E6 a E7 virt HPV-16 a HPV-18 a je testovana na
pacientech scervikanim karcinomem (Kaufmann et al., 2002) i s dalsimi
onemocnénimi  asociovanymi sinfekci HPV jako je anogenitdni intraepitelidni
neoplézie (Fiander et al., 2006) nebo vulvarni a vagindni intraepiteliaini neoplézie
(Baldwin et a., 2003). Také vakcina TG4001 (Transgene) exprimujici HPV-16 ES6,
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E7 alL-2 je zalozena na viru vakcinie, konkrétné na nereplikujicim se kmeni MVA.
V soucasné dobe byla skoncena Il. faze klinickych zkousek TG4001 na pacientkéch
sHPV16 CIN2/3 a byly naznateny dobré vysledky (Brun, 2006). Zgjimavy je i virus
MVA, ktery exprimuje protein E2 a ktery rovnéz prochézi |l. fazi klinickych zkousek
pro l&bu CIN2/3 (GarciarHernandez et a., 2006). Dalsimi pouzivanymi virovymi
vektory jsou napt. replikacné defektni rekombinantni adenoviry (He et a., 2000)
nebo rekombinantni adeno-asociované viry - rAAV (nesouci napi. HPV16-E7
fazovany s proteinem teplotniho soku HSP-70 M. tuberculosis (Liu et a., 2000)) .

Na zvifecich modelech se dale testuji alfavirové vektory, které koduji heterologni
antigeny ve form¢ RNA.. Jedna se napi. 0 Semliki Forest virus (SFV) nesouci HPV-16
E6/E7 (Riezebos-Brilman et al., 2005), Sindbis virus (SIN) (Cheng et a., 2002) nebo
Venezuelan equine encephalitis (VEE) virus, jehoz nereplikujici se ¢éstice nesou
fuzni geny E6/E7 s nékolika bodovymi mutacemi, které douzi pro inaktivaci
onkogenniho potencidlu fuzniho proteinu (Cassetti et al., 2004). Vysoce imunogenni
jsou také vakciny zalozené na atenuovanych bakterialnich vektorech, napi. Listeria
monocytogenes, Salmonella typhimurium, Shigella, Escherichia coli. Jgich nevyhody
jsou podobné jako u virovych vektori.

Peptidové vakciny, které zavisi na typu HLA pacienta, jsou zamg¢rené
zegiména naadedy HLA-A2, které se podle riznych studii vyskytuji u 40-58 %
Kavkazske (b¢losské) populace (http://www.allelefrequencies.net). Jgjich hlavni
vyhoda je bezpe¢nost a snadné produkce, bohuzel jsou vsak dabé imunogenni a
v Klinickych studiich prozatim nebyly pfilis Uspésné. Zvyseni jegich imunogenity se
dosahuje nejlépe pomoci molekularné definovanych adjuvans aktivujicich dendritické
buriky, jako napt. (ODN)-CpG (imunostimulaéni CpG oligodeoxynukleotidy), MPL
(monofodforyl lipid A), protildtka antiCD40, ISCOMs (immune stimulating
complexes), GM-CSF nebo VSSP (very small size proteoliposomes) pochézejici
z membranovych proteini Neisseria meningitidis (Torrens et a., 2005). Vyssi
imunogenity nez po podani samotného CTL epitopu HPV-16 E79.57 v adjuvans IFA
(nekompletni  Freundovo adjuvans) bylo dosazeno imunizaci 35 aminokyselin
dliouhym peptidem E7,37,; s adjuvans (ODN)-CpG. U mysi sjiz hmatnymi
modelovymi nadory doslo po podani tohoto peptidu, ktery obsahoval kromé CTL i Th
epitop, ke zvyseni mnozstvi CTL specifickych pro E7 a zmenseni nédora (Zwaveling
et a., 2002). Vakcinace dlouhymi peptidy vedla ke zmenseni nadora i u jiného typu
preklinického modelu pro terapii HPV onemocnéni, ktery pouziva virus CRPV
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(cottontail rabbit papillomavirus) a jako modelovy organismus kréliky. V tomto
piipadé byli kraici vakcinovani smési prekryvajicich se peptidi o délce 30 AK, které
byly odvozené od antigenti E6 a E7 CRPV s adjuvans (ODN)-CpG a Montanide 1SA
51 (Vambutas et a., 2005). V sou¢asné dob¢ byly simunizaci ,,dlounymi peptidy”
(30-35 AK), pochézgjicimi zHPV-16 E6 a E7, zahgeny klinické testy faze I/l
(Kenter, 2006). Pouzitim jiného typu adjuvans bylo dosazeno i zvyseni imunogenity
CTL epitopu E7s957. Pokud byl podéan vadjuvans VSSP (very smal size
proteoliposomes), doslo rovnéz k vymizeni hmatnych nédort u mysi (Torrens et al.,
2005). K vymizeni hmatnych nadori u mysi doslo rovnéz po podani jediné davky
lipozomu obsahujicich peptidy HPV-16 E6/E7 fuzované se sekvenci PADRE, ktera
obsahuje univerzalni CD4 epitopy, a adjuvans CpG (Daftarian, 2006), (Daftarian et
al., 2006).

Pouziti vakciny slozené z nekolika peptidi ve vhodnéem adjuvans je lepsi z
diuvodu rozdilnosti HLA antigeni u lidskych pacienti. Na typu HLA pacienta jsou
pak mér¢ zavidé vakciny proteinové, které ale obvykle rovnéz dabé aktivuji
bunécénou imunitu. Jejich imunogenita maze byt zvysena napi. fazi sjinymi proteiny a
pouzitim vhodného adjuvans. Mezi proteinové vakciny, které prochézeji klinickymi
testy patii napt. TA-CIN, coz je fuzni protein HPV-16 L2/E6/E7, vyvinuty firmou
Xenova Research Ltd, dale CerVax16, coz je fuzni protein HPV-16 E6/E7 podavany
s adjuvans ISCOMATRIX, firmy CSL Limited, ktery se testuje na pacientkach s CIN
(Frazer et a., 2004) nebo proteinova vakcina hspE7, tvorena fuznim proteinem
Mycobacterium bovis BCG hsp65 (heat shock protein) a HPV-16 E7, firmy Nventa
Biopharmaceuticals  Corp. (drive  Stressgen Biotechnologies  Corp.)
(www.nventacorp.com).

Dal sim typem vakcin jsou velmi slibné DNA vakciny. Relativné spésné byly
napt. klinické testy DNA vakciny Amolimogene (faze I/11) firmy MGI PHARMA
(diive ZY C101 firmy ZY COS) obsahujici ¢asti gent E6 a E7 vira HPV-16 aHPV-18
(Garcia et a., 2004) podavané intramuskularné ve formé mikropartikuli pacientkdm
s CIN2/3. Do konce roku 2006 mé¢la byt dokoncena registrace pacientu pro hlavni I11.
fézi testt. V preklinickych modelech byla imunogenita DNA vakcin zvysena napi.
pomoci optimalizace kodénu vedouci ke zvyseni translace proteinu E7 i E6 (Lin et al.,
2006). Zajimavé jsou rovnéz strategie zameiené na prodlouzeni zivota profesionanich
bunék prezentujicich antigen, které jsou cilem DNA vakcinace. Jednou z moznosti je
podavani DNA vakciny v kombinaci s antiapoptotickymi geny. Bylo vyzkouseno
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napt. sou¢asné podani DNA vakciny kédujici fuzni gen Sig/E7/LAMP a DNA
vakciny kédujici antiapoptoticky gen Bcl-xL, Bcl2, XIAP nebo dominantné negativni
kaspazu 8 nebo 9. Ngjvétsiho zesileni specifické imunitni odpovédi a protinadorového
efektu bylo dosazeno v kombinaci s Bcel-xL (Kim et a., 2003). Dalsi strategii je
soucasné podani DNA vakciny proti HPV a siRNA namitenych proti klicovym
proapoptotickym genim Bak a Bax (Kim et al., 2005).

Vyvijgi se i bunééné vakciny, z nichz n¢které se klinicky testuji. Jednou
ztéchto studii je napf. imunizace 15 pacientd scervikanim karcinomem
dendritickymi buiikami (DC) pulsovanymi rekombinantnimi proteiny HPV-16 E7
nebo HPV-18 E7 (Ferrara et al., 2003). Vysledky této pilotni studie potvrdily vznik
T-bunéénych odpoveédi u ¢asti pacientt, avsak zadné klinickeé zlepseni. V modelovych
systémech se dle zkousi napi. infekce DC rekombinantnimi  adenoviry
koexprimujicimi HPV antigeny a dalsi molekuly, napt. kostimulasni receptory a/nebo
ligandy T-lymfocytt. Exprese 4-1BB ligandu zvysila expresi CD80 a CD86 v DC a
zvysila CTL odpovéd specifickou pro HPV-16 E7, stené jako koexprese
RANK/RANKL, T kostimulacnich molekul RANKL/CD40L a kostimulatnich
molekul dendritickych bunék RANK/CD40 (Wiethe et & ., 2003).

Na inhibici rastu néddori ma vliv i podavani cytokinia (napt. IL-12, IL-2,
GM-CSF), které se testuje na mysich modelech i v klinickych studiich. IL-12
podporuje produkci IFN-y a Th-1 odpovéd’, IL-2 je rustovym faktorem T-lymfocyta a
GM-CSF je nezbytny pro zréni a funkcénost dendritickych bunék jako bunék
prezentujicich antigen. Ve druhé fazi klinické studie byl zjistén pozitivni vliv IL-12 na
buné¢nou imunitu u pacientek s rozvinutym cervikdnim karcinomem, avsak bez
klinického efektu (Wadler et a., 2004). Cytokiny mohou byt podavany lokdné ve
form¢ proteinu nebo mohou byt produkovany z expresnich vektora (adenoviry, rvV,
DNA). Protinadorovy efekt u mysi vyvolalo také podani nadorovych bunék
transformovanych HPV a transdukovanych genem pro GM-CSF (Chang et a., 2000)
nebo IL-2 (Indrova et al., 2002).

Zajimavou moznosti jsou i vakeiny rostlinné, napt. imunizace mysi listovymi
extrakty Nicotiana benthamiana, které exprimujici HPV-16 E7 (Franconi et al., 2006).

Kromé jiz zmingnych zpasobi pouzivanych pro zvysovani Ucinnosti vakcin
(adujvans, optimalizace kodona, kombinace s antiapoptotickymi nebo kostimulacnimi
geny, cytokiny), maze byt imunogenita nadorového antigenu zvysena napt. fuzi
sdalsim proteinem nebo jeho ¢asti, ktery je schopny zvysit Ucinnost zpracovani,
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stabilitu nebo zmeénit bunéénou lokalizaci antigenu. Napt. po fuzi E7 se signani,
transmembranovou a cytoplazmatickou ¢asti LAMP-1  (lysosome-associated
membrane protein 1) je E7 smérovan do endozomaniho a lyzozomaniho
kompartmentu a je zvysena jeho prezentace prostiednictvim MHC-II (Wu et al.,
1995). Flzi s y-tubulinem je antigen E7 smérovan do centrozOmu bohatého na
proteazOmy, coz zvySuje jeho proteazomdni degradaci a nasledné prezentaci
prostirednictvim MHC-I (Hung et a., 2003). U vakcin zalozenych na viru vakcinie
(Hsieh et a., 2004) nebo DNA (Cheng et a., 2005) byla protinddorova odpoveéd
zvysena fuzi E7 skalretikulinem, proteinem endoplazmatického retikula, ktery
zesiluie MHC-I prezentaci E7. Dde byly vytvoreny U¢inné fuzni geny napi.
s beta-glukuronidazou E.coli (GUS) (Smahdl et al., 2004) nebo s proteinem teplotniho
$oku HSP70 (Chen et al., 2000b), (Pokornaet al., 2005).

Dalsi moznosti jak zvysit Gcinnost vakcin a zaroven obejit nebezpeci pasobeni

protilatek proti vektoru vyvolanych vicenasobnou imunizaci, je opakované podani
antigenu prostiednictvim ,prime-boost* zpasobu imunizace. Zna¢ny proti-
papilomavirovy efekt mé¢la napriklad kombinace DNA (prime) aviru vakcinie (boost)
(Chen et a., 2000a) nebo kombinace replikacné defektniho Sindbis viru (prime) a
rvV (boost) (Lin et al., 2003). V nasi laboratori jsme uspésné pouzili kombinaci
toxoidu CyaA Bordetelly pertusis arVV (Mackovaet al., 2006).

V preklinickych modelech a v nékterych klinickych studiich bylo dosazeno
znacnych uspéchia a nékteré modelové vakciny jsou jiz dokonce schopné u mysi
vylé&it i pomérné velké nadory. Velmi zgjimavé proto budou vysledky dosazené

s takovymi vakcinami v klinickych studiich.

1.2. Hodnoceni protinadorové imunitni odpovédi

Uginnost imunoterapeutickych protinadorovych vakcin v klinickych studiich i
v experimentalnich modelovych systémech je obvykle hodnocena na zakladé
dedovani remise nédort, avsak pro charakterizaci vakciny je rovnéz dalezité
sledovani indukované protinddorové imunitni odpovédi. Za ngjvyznamnéjsi slozku
protinadoroveé imunity jsou v sou¢asné dobé povazovany efektorové buiky specifické
imunity, CD8" cytotoxické T-lymfocyty (CTL), které specificky rozeznévaji peptid
prezentovany prostiednictvim molekul MHC-I. Dulezité jsou dale efektorové bunky

nespecifické imunitni odpoveédi, zefména NK, NKT burky, neutrofilni granulocyty a
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aktivované makrofagy a vyznam maji i CD4" pomocné Th lymfocyty a protilétky.
Protinadorova odpovéd’ imunitniho systému je dale ovliviiovéna regulac¢nimi

T-lymfocyty (T-reg), kteréjsou v posledni dob¢ stale intenzivrgji studovany.

1.2.1. Humoralni imunitni odpovéd’

Humordni imunita, ktera ziggmé neni pro protinadorovou odpoved prilis
vyznamnd, je obvykle hodnocena na zaklad¢é pritomnosti protildtek specifickych pro
antigen vsé&ru. K jgich detekci se pouzivaji rizné metody, jeichz spoletnym
z&ladnim principem je reakce antigenu a protilatky (receptor-ligand). Nejbézngji
pouzivanou metodou je asi ELISA (enzymelinked immunosorbent assay). ELISA
vyuziva vznik specifické barevné reakce tekutého substrétu, kterd je vyvolana
enzymem (napi. kienova peroxidaza) konjugovanym s protilatkou. Testované sérum
(krev) je aplikovano na plastovy povrch jamky mikrotitracni desticky, na kterém je
navézany piidusny purifikovany antigen. Specificka reakce sérovych protildtek
s antigenem je vizualizovana pomoci sekundarni protilétky (napi. proti 1gG, IgA, IgM
nebo IgE) konjugované senzymem. Po odmyti nenavéazané protilatky a pridani
substratu enzymu dojde v jamkach, ve kterych jsou ptitomny protilatky specifické pro
antigen, k barevné zméné substrdtu. Mnozstvi prislusné protildtky ve vzorku je
obvykle kvantifikovano automaticky pomoci ctecky, tzv. ,ELISA-readeru”.
Nevyhodou metody ELISA je velka spotieba reagencii.

Nekteré dalsi dnes pouzivané metody vyuzivaji pritokovou cytometrii.
Z&ladem jsou velikostné definované kulicky pokryté antigenem, na ktery se navazi
specifické sérové protilatky, které se pomoci sekundéarni protildtky fluorescencné
oznadi a anayzuji na pratokovém cytometru. Na podobném principu pracuje také
technologie multi-plex, Ktera vyuziva systém Luminex 100. Fluorescencné znacené
polystyrénové mikroc¢astice o velikosti 5,6 pm skovaentné navédzanymi antigeny se
inkubuji stestovanym sérem a pomoci biotinylovanych sekundarnich protildtek a
fluorescen¢né znaceného streptavidinu (jind znacka nez byla pouzita na oznaceni
mikroc¢astic) jsou pak identifikovany dvojité znatené mikroc¢astice. Pro jeden vzorek
|ze najednou pouzit az 100 druhia mikro¢astic sruznymi antigeny, coz Setti biologicky
materidl. Spotiebni materid a zgména pak pristroj na méieni jsou viak znatné
nakladné. Tento test maze byt pouzit v kompetitivnim usporadani napi. pro soucasnou
detekci protilatek proti nékolika typim papilomavira. Zakladem jsou fluorescencné
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znacené znamé protilatky, které soutézi sprotilatkami pritomnymi v séru o vazbu
k epitoptm na papilomavirovych VLP ¢asticich, které jsou navazané na
mikroc¢asticich (Opakaet a., 2003).

Dalsi metodou je neutralizaéni test. Tento test je rovnéz mozné pouzit pro
detekci neutralizacnich protildtek proti papilomaviram. Vyuziva pseudoviriony, které
nesou reportérovy gen pro sekretorickou akalickou fosfatézu. Po infekci vhodnych
bun¢k v tkanové kulture pseudoviriony je alkalicka fosfatéza produkovana do média a
jgji mnozstvi je stanoveno chemiluminiscenci nebo barevnou reakci. Po inkubaci se
sérem zabrani specifické neutralizacni protilatky vstupu pseudovirioni do bunék a
tedy i produkci akalické fosfatazy (Pastrana et a., 2004). Neutralizacni testy jsou
pracné, nékladné a prozatim nepiilis pouzivané. Pouzivangjsi je napt. specificky a
citlivy test kompetitivni RIA (radioimmunoassay), ktery vsak pracuje s radioaktivné
znacenym materidlem vyzadujicim specidlni bezpecnostni opatieni a je také pomeérné
nakladny. K dalsim metodam patii napi. imunoblot, kdy je antigen nebo protilatka
otisténa na membrané.

Sérové protildtky mohou byt vyuzity také pro identifikaci nadorovych
antigent. Slouzi k tomu systém SEREX (Serological identification of antigens by
recombinant expression cloning), coz je kombinace serologické analyzy atechnik pro
klonovéni antigeni. Tento systém byl vyvinut skupinou M. Pfreundschuhe
(University of the Saarland, Homburg, Némecko) (Sahin et al., 1995). Na zakladé
MRNA izolované z nadoru je vytvorena expresni cDNA knihovna, ktera je
exprimovana Vv bakteriich. Za pouziti pacientova séra jsou pak izolovany a
sekvenovany klony, které produkuji proteiny reagujici s protilatkami séra. Pozitivni
sekvence jsou nasledné konfrontovany sDNA databdzemi. V roce 1997 byla
vytvorena databéze ,, SEREX", ktera byla v roce 2002 nahrazena novou databazi CID
(Cancer Immunome Database). Cilem CID je popsat vsechny genové produkty, proti
kterym byl dokumentovan vznik imunitni odpovédi u pacientt s nédory, bez ohledu

na techniku pouzitou pro ziskéni téchto informaci.

1.2.2. Bunéc¢na imunitni odpovéd’

Studium bunéné imunity je zdiavodu znatné fenotypové i funkeni
heterogenity bunécnych populaci podstatné slozitéjsi nez sledovani humorani imunity
a v souvidosti s aktivni imunoterapii nédori je zaméieno zefména na sledovani
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specifickych T-lymfocytu.

Pro hodnoceni bunééné imunity se vsoucasné dobé pouzivai ruzné
imunologické metody, které zahrnuji in vivo a in vitro fenotypové a funkéni testy a
rovnéz molekuldrné genetické pristupy (napi. PCR, RT-PCR v redném case, DNA
cipy).

I. Priprava bunék pro testovani buné¢né imunitni odpovédi

Pro testy in vitro je jako ngdulezit¢jsi zdroj lymfoidnich bunék u lidi
pouzivana periferni krev. Dasimi zdroji jsou napt. nadory, mizni uzliny a DTH
(delayed-type hypersensitivity) mista. U mysi je ngpouzivangsim zdrojem
lymfoidnich bunek slezina a mizni uzliny. Pro testy, které nepouzivaji periferni krev,
je treba z pridusné tkan¢ nejprve vytvorit jednobunéénou suspenzi, kterd se pak
pouzije pro oddéleni prisusnych typi bunék. Pro separaci se pouzivaji rizné metody.
Pro n¢které aplikace sta¢i odstranéni erytrocyti v pitomnosti chloridu amonného,
ktery lyzuje erytrocyty a ma minimdni vliv na lymfocyty. Dal $i moznosti separace je
gradientova centrifugace, kterd bunky rozdéli podle jgich hustoty. Bunétna
suspenze se podvrstvi roztokem Ficoll-Hypague a centrifuguje. Na zakladé rozdilnych
hustot se na dno zkumavky dostanou erytrocyty a granulocyty, v supernatantu nad
vrstvou Ficoll-Hypaque ztstanou krevni desticky a na povrchu vrstvy Ficoll-Hypague
se vytvoii prstenec mononuklearnich bunék (lymfocyty, monocyty). Chcemeli
lymfocyty oddélit od monocyttt a makrofagu, je tieba zaradit krok adherence na
plastovy povrch, po kterém lymfocyty zastanou v roztoku, kdeito monocyty a
makrofégy adheruji. Jednotlivé slozky mononukledrnich bunék |ze odstranit také za
pouziti bivalentnich protilatek namitenych proti erytrocytim a proti markeru toho
typu bun¢k, ktery chceme odstranit (napi. CD3 proti T-lymfocytam, CD19 proti
B-lymfocytam). Po Ficoll-Hypague centrifugaci pak bude piisusnd populace ve
frakci erytrocyta na dné¢ zkumavky. Jinou moznosti je separace pozadované populace
fluorescencné oznatené protildkami, pomoci specidniho typu pritokového
cytometru, ktery je vybaven tzv. sorterem. Timto zpisobem |ze ziskat vysoce ¢istou
populaci. Metoda je v§ak ¢asoveé naro¢na a vyzaduje speciani typ cytometru. Bunééné
subpopulace 1ze separovat dde napt. za pouziti pozitivni (izolace pozadovanych
bun¢k) nebo negativni (odstranéni kontaminujicich bunék) imunomagnetické selekce
MACS (magnetic cell sorting), ktera vyuzivad magnetickych partikuli pokrytych
piislusnou protilatkou. Bunky snavazanou protilatkou jsou pak zachyceny v koloné
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umisténé v magnetickém poli. V dnesni dob¢ se pouzivaji automatické magnetickée
sortery, které jsou schopné roztiidit az nékolik miliond bunék/sec. Pro kontrolu
acinnosti metody je vhodné ziskanou bunéénou populaci anayzovat pratokovou
cytometrii.

I1. Metody pro testovani buné¢éné imunitni odpovédi
1.2.2.1. Analyza fenotypu

Mnohobarevnd pritokovda cytometrie

Anayza pratokovou cytometrii patii v soucasné dob¢ Kk nejbézngjsim
postupim Vv imunologii. Slouzi pro odliseni a kvantifikaci (ptipadné separaci)
bunéénych subpopulaci  prostiednictvim  fluorescencné  znacenych  protilatek
namiifenych proti povrchovym nebo intracelularnim markeram specifickym pro
jednotlivé typy bunék. Sou¢asné je mozné pouzit az 17 fluorescencnich znatek, tedy
odlisit az 17 raznych bunéénych markeru (Perfetto et a., 2004). Priatokova cytometrie
se v nddorové imunologii nej¢astéji vyuziva pro detekci bunéénych populaci (napt. B,
T-lymfocyty, NK buiky) a jgich subpopulaci (napr. detekce T-lymfocyta
specifickych pro antigen) a k charakterizaci stadia bunééné diferenciace (napi.
rozliseni naivnich, pamétovych a efektorovych T-lymfocyta) a aktivace (napi. CD69).
Krom¢ povrchovych fenotypickych markeri |ze oznagit i markery funkeni, napr.
cytokiny produkované a zadrzené v bunkach (napi. IFN-y, IL-2, TNFa, MIP-1p),
molekulu CD107, kterd je markerem degranulace, piipadné sledovat proliferaci nebo
apoptozu. Metodika je velmi naro¢na na vybér vhodnych fluorochromi a kvalitni
softwarové a pristrojové vybaveni. Rovnéz je tieba pocitat stim, ze ¢im vice typa
fluorochromi je pouzito soucasné, tim vice moznych vzgemnych interakci a zkresleni
muze vzniknout. Analyza dat je pak velmi ¢asové naro¢na a vyzaduje zkuseného
experimentatora.

MHC multimery
Priatokovou cytometrii vyuziva také metoda, kterd pracuje sfluorescen¢né

znacenymi MHC multimery, pomoci kterych je mozné detekovat a kvantifikovat
T-lymfocyty specifické pro dany antigen. Prvni MHC multimer pouwzity pro analyzu
specifickych cytotoxickych T-lymfocyti, lidsky MHC-I tetramer, byl popsan v roce

1996 J. Altmanem (Altman et a., 1996). Jedna se o fluorescencné oznaceny komplex
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¢tyi molekul MHC-1 sprislusnym peptidem, ktery se specificky a stabilné vaze na
piislusny T-bunéeny receptor cytotoxického T-lymfocytu. Rekombinantni molekuly
MHC-I, které jsou zékladem monomeru MHC-1/peptid, obsahuji cilovou sekvenci pro
bakteridlni enzym BirA, kterym jsou biotinylovany. Ctyii biotinylované molekuly
monomeria MHC-I/peptid se navéazi nafluorescenéné znaceny streptavidin a vytvori
tak molekulu tetrameru. Znaceni MHC-| tetramery patfi v souwcasnosti mezi
nejdalezitéjsi postupy pii monitorovani T-bunééné odpovedi. Kromé tetramera byly
vytvoieny i MHC multimery slozené z dimert az oktamert (Bakker and Schumacher,
2005). Nékteré multimery jsou komercné dostupné (firmy Sanquin, Prolmmune,
Dako) a jsou pouzivany rutinng. V praxi se pouzivgji i multimery MHC-II pro
oznageni CD4" bungk, avsak nejsou tak rozsirené jako multimery MHC-I. Seznam
alel klonovanych pro konstrukci multimeru je dostupny u prislusného vyrobce.
Nevyhodou tohoto piistupu je moznost detekovat pouze lymfocyty specifické pro jiz
znamy syntetizovany peptid a dale omezeni piislusnou alelickou specifitou.

Buiiky prezentujici_antigen (APC) s expresi MHC-I + GFP_(green fluorescent

protein)
CD8" buiky po kontaktu SAPC a po stimulaci specifickym antigenem

internalizuji komplex MHC-I/peptid endocytdzou zprostiedkovanou T-bunéénym
receptorem (TCR). Je-li k MHC-I molekule piipojen zeleny fluorescencni protein
(GFP), dostava se do bun¢k spolu sMHC-I a fluorescencné tak oznaci T-lymfocyty
specifické pro dany epitop. Je k tomu nezbytna linie bunék prezentujicich antigen,
ktera stabilné exprimuje komplex MHC-I/GFP a ktera je pied inkubaci s T-lymfocyty
pulsovéna prislusnym peptidem. Pomoci této metody je mozné detekovat a
kvantifikovat T-lymfocyty specifické pro dany epitop alze ji pouzit i pro identifikaci
novych CD8 T-munodominantnich epitopi. Metoda byla poprveé Uspésné pouzita pro
aelu HLA-A*201 (Tomaru et a., 2003) ajgji vydedky korelovaly svysedky znateni
specifickymi tetramery MHC-I/peptid (viz. vyse). Narozdil od znaceni tetramery, pro
jglichz konstrukci je nutna predchozi znalost imunodominantniho epitopu, |ze bunky
prezentujici antigen pouzivané v této metodé jednoduse pulsovat jakymkoliv
peptidem.

Analyza variabilnich oblasti TCR u T-lymfocyti

Indukci specifické imunitni odpoveédi mize znamenat také zvyseni mnozstvi
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T-lymfocytt exprimujicich urcity typ variabilni oblasti T-bunécného receptoru (TCR).
Mnozstvi T-bunek, které maji TCR surcitym typem V nebo J oblasti ve svém o nebo
B fetézci lze zjistit napt. pomoci priatokové cytometrie. Pouzivaji se k tomu
protilatky specifické pro jednotlivé podéeledi V (variable) nebo J (joining) oblasti
fetézca a nebo B. Negjcasteji se pouziva analyza oblasti TCR-Vg. V soucasné dobe jsou
k dispozici komer¢ni kity obsahujici protilatky, které dovoluji stanoveni 19 z 25 rodin
Vg vyskytujicich se u lidi, které pokryvaji 70% normalnich cirkulujicich T-bunék
(Morice et a., 2004). Protiléatky proti vsem podceledim oblasti J nebo V nejsou dosud
k dispozici a anayza tedy nemuze byt kompletni. Tuto metodu |ze tedy pouzit spise
pro vytvoieni predstavy o velikosti mozné specifické imunitni odpovédi na neznameé
antigeny, kteréjsou cilem imunitni odpovédi.

Dalsi moznosti je analyza CDR3 (complementarity determining region 3)
oblasti pomoci PCR. CDR3 oblast koduje vysoce polymorfni ¢ast TCR, kterd je
zodpoveédna za rozpoznani komplexu peptid/MHC. Pro B fetézec TCR je to spojeni
segmentt V-D a D-J a pro retézec a. je to spojeni V-J. Charakterizace CDR3 oblasti
slouzi pro detekci a kvantifikaci klonalné expandovanych T-bunék béhem imunitni
odpovédi. Necastéji se pro tyto Ucely pouzivai dvé metody, typizace spektra
(Pannetier et a., 1995) a mapovani klonotypa (Thor Straten, 2004). Ob¢ metody jsou
zalozené na RT-PCR amplifikaci CDR3 oblasti TCR za pouziti primera pro variabilni
oblast v kombinaci sprimerem pro konstantni ¢ast receptoru, nasledované detekci
zvyseného mnozstvi urcitych transkriptt TCR. Metoda typizace spektra
(immunoscope) je zalozena na detekci zvyseného poctu TCR transkripti, které maji
stgjnou délku. U lidi existuje 25 rodin V[ segmenti, které se lisi délkou o 6-8
aminokyselin. Pro kazdou rodinu byl vytvoren specificky primer, ktery se kombinuje
s primerem pro konstantni oblast a vzniklé PCR produkty se lisi délkou. Populace
TCR VB genia tak vykazuje ,spektrum* delek CDRS3, které u normaniho jedince
sleduje Gaussovské rozlozeni. Vychylky z tohoto rozlozeni indikuji klonalni expanzi
T-bunék, vzniklou béhem T-bunéné odpoveédi. Metoda mapovani Klonotypi
vyuzivariazné vlastnosti tani CDR3 oblasti TCR pii déleni na denaturujici gradientové
gelové elektroforéze. Ob¢ metody se pouzivaji pro lidské i mysi oblasti TCRBV (TCR
B variable). Navic PCR produkty téchto metod mohou byt piimo sekvenovany a
vytvorit tak zaklad pro tvorbu klonotypickych PCR primera vhodnych pro hledani
specificky sekvenci v dalsich vzorcich pomoci RT-PCR analyzy. O klonalité
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nadorové specifickych T-bunék u mysi je dosud k dispozici jen mao dat. Analyza
pouzivani TCR gena u lidi byla v poslednich letech provedena v nékolika klinickych
nadorovych studiich (Thor Straten, 2004), avsak ziskana data byla pouze popisna
Podstatné lepsi obraz o protinédorovych T-bunkach by mohla poskytnout klonotypova
charakterizace T-bunék specifickych pro urcity peptid v kombinaci sdaty o jgich
fenotypu a funkci. Kombinaci nékolika metod byly naptiklad urceny rizné klonotypy
HIV -specifickych lymfocyti odpovidajicich na rizné epitopy (Douek et al., 2002). Po
selekci CD8" bunek specifickych pro dané peptidy (produkovaly IFN-y) z nich byla
izolovana mRNA a pomoci ukotvené RT-PCR a primeru pro konstantni oblast TCRB
byly amplifikovany sekvence TCRB (TCR f-chain) tak, aby nedoslo k upiednostnéni
nékteré rodiny TCRBV. Ve vysledném PCR produktu tedy byly zastoupeny vsechny
epitop-specifické klonotypy s frekvencemi odpovidajicimi pivodnim selektovanym
bunkédm. PCR produkt byl ligovan do vektoru, transformovan do bakterii a vybrané
klony nasledn¢ sekvenovény. Takto bylo zjisténo, jaké klonotypy jsou vyvolany
kterymi epitopy a je-li odpovéd’ na dany epitop monoklonalni, oligoklondni nebo
polyklondni. Na zakladé identifikace klonotypu je mozneé vytvorit specifické primery

asondy a pouzit je pro kvantitativni klonotypickou PCR.

1.2.2.2. Analyza funkce

Samotna pritomnost bunék specifickych pro antigen jest¢ nemusi znamenat
jgjich funk¢nost, jak bylo zjisténo napi. u nékterych chronickych infekci a malignit.
Funk¢nost |ze posuzovat napi. podle mnozstvi a typu produkovanych cytokind
(1.2.2.2.1.), schopnosti proliferovat po stimulaci antigenem (1.2.2.2.2.) nebo na
z&lade meieni cytotoxické aktivity (1.2.2.2.3.).

Mezi ngstarsi funkéni testy bychom mohli zatadit in vivo test oddaené
precitlivélosti, DTH (delayed-type hypersensitivity) test. Tento test pracuje
s antigenem, ktery je ve formé rozpustného proteinu nebo dopraveny prostiednictvim
bunék prezentujicich antigen podan intradermdné a po 48-72 hodinach je méien
pramér oblasti zarudnuti nebo zatvrdnuti kize v mist¢ vpichu. Tato reakce je
zpuasobena cytokiny produkovanymi lymfocyty specifickymi pro antigen, které v
misté aplikace antigenu zvysuji cévni propustnost a pritahuji monocyty a dalsi bunky
zanétlivé odpovedi. DTH test se pouziva v imunoterapeutickych studiich, avsak jeho

vydedky nejsou vzdy presvédcivé. V nekterych studiich nebyla vznikla reskce
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specificka pro antigen a naopak v biopsii tkané s negativnim vysledkem DTH testu
byla zjisténa ptitomnost specifickych T-lymfocyta (Clay et al., 2001).

V nésledujicich oddilech popisi nékteré metody, které se pouzivgi pro analyzu
funkce lymfocyta.

1.2.2.2.1. Sledovani produkce cytokinii

Jednotlivé subpopulace bunék imunitniho systému produkuji  urcité
charakteristické spektrum cytokina (napi. Th-1 Ize odlisit od Th-2 diky produkci
IFN-y, TNF-a a IL-2, naopak Th-2 produkuji IL-4, 5, 6, 10 a 13; pam¢tove
T-lymfocyty produkuji jiné cytokiny nez efektorové T-lymfocyty atd). Podle
detekovaného typu a mnozstvi sekretovanych cytokini Ize odvodit druh a velikost

imunitni odpovedi.

Detekce sekretovanych cytokiniu
ELISA

Sekretované cytokiny lze detekovat pomoci testu sendvicova ELISA
(heterogenni nekompetitivni EIA). Obvykle se pro tento test pouziva dvojice
protildtek proti dvéma riznym antigennim determinantdm cytokinu. Na jednu z
protildtek je navazdn enzym (napt. kienova peroxidaza), druhd protilatka byva
navazana na pevnou fazi (obvykle jamka mikrotitracni destic¢ky). Po vytvoreni tohoto
"sendvice" a odstranéni nenavézaného konjugatu nésleduje pridani substratu enzymu.
Vysledny produkt je pak kvantifikovan automaticky.

ELISPOT

Tato metoda pracuje na principu testu ELISA, avsak narozdil od n¢j dovoluje
analyzu produkce cytokint na urovni jednotlivych bunék. Primarni protildtka proti
sledovanému cytokinu je imobilizovand na dné mikrotitraéni desticky, které je
pokryto nitrocelulézovou nebo PVDF membranou. Po naneseni bunécné suspenze a
restimulaci je bunkami produkovany cytokin navézan na primarni protildtku. Po
odmyti bunék se pomoci sekundarni protildtky konjugované senzymem (kienova
peroxidaza nebo akalicka fosfatdza) a za pouziti vhodného substratu (napt. 3-amino-
9-ethyl carbazol (AEC) nebo 3,3 ,5,5-tetramethylbenzidin (TMB) pro kienovou
peroxidazu a  5-bromo-4-chloro-3-indolyl  phosphate/nitroblue  tetrazolium
(BCIP/INBT-plus) pro akalickou fosfatdzu) vizualizuje barevny , spot“ odpovidajici
bunce, ktera v prislusném misté produkovala cytokin. Takto |ze sledovat produkci

27



napt. IL-2, 4, 5, 6, 10, 12, 13, TNF-a nebo GM-CSF. Za pouwziti sekundérnich
protildtek konjugovanych sraznymi enzymy lze provést téz dvoubarevny ELISPOT
pro souc¢asnou analyzu dvou cytokini. Pro vyhodnoceni vysledku muze byt pouzita
automatickd ctecka spotu, tzv. ,,ELISPOT reader”. Metoda je velmi citlivd, dovoluje
detekci velmi nizkych frekvenci pozitivnich bunék (napt. 1/500 000).

Proteinovy ¢ip Multiplex

Jedna se o proteinovy ¢ip, ktery se pouziva pro mnohocetnou analyzu
produkce raznych cytokina (napi. IL-1a, IL-1b, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12p70,
GMCSF, IFN-y, TNF-a) v séru nebo bunécném supernatantu. Pomoci této metody je
mozné porovnavat relativni hodnoty nebo stanovit presnd mnozstvi cytokini. Napt.
firma Novagen poskytuje kit ProteoPlex ™ pomoci kterého je mozné analyzovat
najednou produkci 12 lidskych (nebo 10 mysich) cytokini az v 15 vzorcich. Citlivost
téchto ¢ipa je 15-2500 pg/ml a jegich analyza je provadéna pomoci fluorescenéniho
detekeniho systému SensiLight™.

Fluorescencni znaceni cytokinii produkovanych v burikdach

Metoda je zalozena na detekei intracelularnich cytokini multiparametrovou
pratokovou cytometrii. Po kréatkodobé stimulaci antigenem (nékolik hodin) a
zablokovani transportu cytokint z bunky prostiednictvim inhibitoru (brefeldin A,
monensin), jsou pro zachovani bunééné morfologie lymfocyty fixovany a dae jgjich
bunécné membrany permeabilizovany vhodnym detergentem, aby mohly
fluorescen¢né znacené protilatky proti cytokinu proniknout do buiky. Pro dalsi
charakterizaci bunécné populace produkujici dany cytokin mohou byt zaéroven
oznaceny dalsi bunééné markery. Exprese nékterych markera je vsak ovlivréna
pouzitymi transportnimi inhibitory (napt. brefeldin A snizuje mnozstvi CD14 na
bunécném povrchu) arovnéz nékteré protilatky nejsou schopné oznatit denaturované
antigeny nafixovanych bunkach
(http://www.bdbi osci ences.com/pharmingen/protocol g Intracel lular_Cytokines.shtml).

Vekou vyhodou této metody oproti ELISPOTu je moznost multiparametricke
fenotypizace bun¢k. Jgji nevyhodou je mensi citlivost a dae fakt, ze fixované a
permeabilizované bunky jiz nelze dale pouzit pro dalsi aplikace (napt. klonovéani).
Proto byla vyvinuta metoda, pomoci které je mozné zachytit sekretovany cytokin a
detekovat ho na povrchu Zivych bunék. Tato technika pouzivé tzv. bispecifické

hybridni protilatky, jgichz dvé vazebnd mista pro antigen rozeznavgji kazdé jiny
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ligand. Jednim z téchto liganda je lymfocytarni povrchovy marker (CD45) a druhym
je zkoumany cytokin. Bispecificka protilatka se navédze na povrchovy marker
T-lymfocytu a v ptipadé, ze buika produkuje prislusny cytokin, navaze se na druhé
vazebné misto bispecifické protilatky. Ptitomnost cytokinu na bunééném povrchu je
pak detekovana prostiednictvim fluorescen¢né znacené sekundarni protiléatky. Zaklad
této technologie byl vyvinut skupinou A. Radbrucha pod ndzvem ,, cell-surface affinity
matrix technology” (Thiel, 1999).

Magnetofluorescencni lipozomy pro oznaceni povrchové exprimovanych cytokini

Magnetofluorescencni lipozodmy jsou ¢astice o velikosti priblizné 200-300 nm,
které obsahuji nékolik tisic molekul fluorochromu (fluorescein) a koloidnich
magnetickych c¢astic a slowzi pro soucasné fluorescencni a magnetické oznaceni
cilovych bunék. LipozOmy jsou konjugované s protilatkami proti povrchové
exprimovanym cytokinum (ptitomnost cytokinu na povrchu bunék produkujicich
dany cytokin byla zji st¢nanapi. pro IFN-y nebo IL-10) a nelze je pouzit pro oznaceni
cytokind, které na bunécném povrchu nejsou detekovatelné (napi. IL-2, 1L-4 nebo
IL-5). Znateni fluorescencnimi lipozémy je mnohem citlivéjsi nez bézné pouzivané
fluorescen¢ni znateni, pii kterém je potieba, aby pozitivni bunka obsahovala az
nékolik tisic molekul antigenu. Molekuly, které se vyskytuji na bunééném povrchu
v mensim mnaozstvi tak negjsou detekovatelné. Diavodem této malé citlivosti je malé
mnozstvi fluorochroma, které je mozné konjugovat sjednou molekulou protilétky.
Bylo zjisténo, ze magnetofluorescenéni lipozdmy jsou schopné zesilit intenzitu
fluorescen¢niho signdlu az 1000x a pomoci pritokové cytometrie jasne rozlisit
obarvené burnky dokonce je-li pfitomno jen 50-100 molekul antigenu na bunku
(Scheffold et al., 2000). Bunky oznacené magnetofluorescencnimi lipozomy lze
snadno separovat za pouziti MACS (magnetic cell sorting). Metoda neni pro bunky

destruktivni a zachovava je zivé pro dalsi aplikace (napt. klonovani).

Méieni hladin mRNA cytokinu prostiednictvim kvantitativni PCR v redlném cCase

(RT-PCR)
Hladinu exprese piisusného cytokinu |ze metit prostiednictvim kvantifikace

piislusné mRNA. mRNA je po izolaci piepsana pomoci reverzni tranksriptazy do
cDNA, zniz je za pouziti PCR primerd amplifikovan cilovy gen. Reakéni smés
obsahuje i sondu oznacenou reportérovym a ,, zh&ecim® fluorochromem. Jeli sonda
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navazana na DNA, pod vlivem ,zhasece" fluorescence nevznika Jakmile Taq
polymeréza v prabéhu elongace odstépi reportérovy fluorochrom, odstrani se vliv
»Zh&ete" a uvolni se fluorescence. Pristroj, ve kterém RT-PCR probih& je schopny
tuto fluorescenci detekovat a zaznamenat. Jgji mnozstvi v kazdém amplifikacnim
cyklu odpovida mnozstvi vytvoreného produktu. V prabéhu c¢asu dleduje intenzita
fluorescence (amplifikace) dané cDNA kiivku s pocéatecni plochou fazi, kterd je
nasledovana fazi exponencidni. Nakonec spolu s vy¢erpanim reagencii se syntéza
DNA zpomaluje a exponencidni kiivka se dostava do féaze plat6. Cim je posétesni
mnozstvi prislusné cDNA (a tim padem i mRNA) ve vzorku vétsi, tim diive bude
béhem opakovani amplifikatnich cyklu detekovana. Soucasné scilovym genem je
amplifikovan i gen kontrolni a pomoci pocitatového software je zjisténa Urovné

exprese daného genu v jednotlivych vzorcich.

1.2.2.2.2. Sledovani proliferace

Dalsim znakem vzniku specifické imunitni odpovédi je proliferace lymfocyta
po specifické stimulaci. In vitro ji lze vyvolat inkubaci se specifickym antigenem
nebo neproliferyjicimi  (napt. ozérenymi) stimulacnimi bunkami prezentujicimi
specificky  antigen. Nespecificky lze proliferaci vyvolat prostiednictvim
polyklondniho mitogenu, jako je napi. fytohemaglutinin (PHA), konkanavalin
(ConA) nebo forbol -myristét-acetét (PMA).

Radioaktivni lymfoproliferacni testy

Témito testy 1ze méfit syntézu DNA, ktera je odrazem proliferace. Pomoci
[H] prolifera¢niho testu se po 72-120 hodinéch od stimulace me#i mirainkorporace
radioaktivng znaseného [°H] thymidinu do nové syntetizované DNA proliferujicich
bungk. [3H] proliferacni test ma mnohé nevyhody, napt. je méo citlivy v piipad malé
frekvence odpovidgjicich bunék, existuje moznost zkresleni vysledku syntézou DNA
v jinych bunkach, poskytuje informace pouze o celkovém mnozstvi bunéénych déleni
a nedozvime se nic o déleni jednotlivych bunék ani o jegich fenotypu. Rovnéz
nedovoluje izolaci pozitivnich bunék pro dalsi analyzu a souvisi snim i omezeni

vyplyvajici z nutnosti nakladani s radioaktivnim materidem.
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Kolorimetrické lymfoproliferacni testy

Proliferaci lze metit 1 kolorimetricky, za pouziti neradioaktivnich
tetrazoliovych soli, které jsou v metabolicky aktivnich bunkéch stépeny
mitochondrialnimi  dehydrogendzami za vzniku jinak zbarveného produktu. Mirou
velikosti proliferace je v tomto piipadé vyse aktivity enzymu, kterou Ize detekovat
zmetenim absorbance pomoci ELISA readeru. Mezi tetrazoliove barvicky patii napt.
MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol -2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide), XTT (2,3-
Bis(2-methoxy-4-nitro-5- sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide), WST-1 nebo
WST-8  (2-(2-methoxy-4-nitrophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-

tetrazolium, monosodium salt).

Fluorescenéni lymfoproliferacni testy
Inkorporace BrdU

Za pouziti intracelul&rniho znaceni monoklonalnimi protilatkami proti
nukleotidovému analogu 5-bromo-2-deoxyuridinu (BrdU) (Gratzner, 1982) lze
pomoci pratokové cytometrie identifikovat proliferujici bunky, které v prabéhu
syntézy DNA inkorporovaly BrdU. Touto metodou vsak nelze analyzovat mnozstvi
prob¢hlych bungénych cyklu. Vizualizaci az 2 kol replikace dovoli dalsi metoda, kterd
vyuzivd schopnosti BrdU inkorporovaného do DNA zhaSet fluorescenci
bis-imidazolové barvicky (napi. Hoechst 33342 nebo 33258). Bumnky, které
proliferovaly amagji tedy ve své DNA inkorporovany BrdU, nejsou témito barvickami,
které jsou vysoce specifické pro thymidin, ,, obarvitelné* (Bohmer, 1979).

Znaceni prolifera¢nich markeru

Za znak proliferace by mohla byt povazovanai zvysena exprese povrchovych
aktivacnich markera T-lymfocyta (napt. CD25, CD69, CD71).

Markerem proliferace je také exprese jaderného proteinu PCNA (proliferating cell
nuclear antigen), ktery |ze detekovat pomoci fluorescencné znacené protilatky.

Znaceni bunék CFSE

Tato metoda pouziva fluorescenéni znaceni bunék pomoci carboxyfluorescein-
diacetate-succinimidylesteru (CFSE, CFDA-SE). CFSE je za normanich okolnosti
nefluoreskujici molekula schopna prostupovat bunéénou membranou. Po vstupu do
bunky odstrani endogenni esterazy z molekuly CFSE acetatové skupiny, coz vyvola
fluorescenci a neschopnost zpét proniknout bunéc¢nou membranou. Navic
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succinimidylester reaguje saminoskupinami vnitrobunéénych proteint, coz vede k
jgiich stabilnimu fluorescencnimu oznaieni. Buiky, které byly pied stimulaci
oznaceny pomoci CFSE a reaguji na stimulaci antigenem proliferaci, ztrati 50%
fluorescen¢niho signalu po kazdém bunécném déleni. Pri analyze vysledka pratokové
cytometrie jsou rozlisitelné bunétné populace s razné intenzivni fluorescenci,
odpovidajici poc¢tu probéhlych bunécnych cyklu. V pripadk, Ze bunééné populace je
heterogenni ve velikosti jednotlivych bunék, je pro hodnoceni fluorescencnich dat
nutné pouzit potitacové modelovani. Sledujeme-li pouze proliferaci, nejsme schopni
rozpoznat bunky, které na stimulaci nereaguji proliferaci, ale efektorovymi funkcemi.
Dilezitou vyhodou této metody proto je, ze ji |ze kombinovat i sdalsimi piistupy,
napiiklad s povrchovou fenotypizaci nebo znatenim cytokini. Vyznamné je takeé to,
ze bunky oznacené CFSE zastavaji zivé a lze tak napriiklad izolovat a pro dalsi
analyzu vyuzit bunky, které napt. prosly uréenym poctem bunéénych cykli. (Lyons,
2000), (Lyons and Parish, 1994).

1.2.2.2.3. Sledovani cytotoxické aktivity

Hlavnim efektorovym imunitnim mechanismem branicim vzniku nadord je
pravdépodobné bunécné zprostredkovana cytotoxicita. Podili se na ni vice typt bunek
a je indukovana n¢kolika mechanismy. Pro detekci a kvantifikaci cytotoxicke aktivity

bun¢k se pouzivaji rizné metody, z nichz nékteré zde zminim.

Hodnoceni zabijeni cilovych bunék
Cytotoxicky test (°'Cr-release test)

Jedna se o z&kladni a stde velmi rozsiteny test pro kvantifikaci specificke
aktivity cytotoxickych T-lymfocyti (CTL). Cilové buiky oznagené radioaktivnim
SICr jsou ur¢itou dobu inkubovéany sefektorovymi buiikami. Smrt cilovych bungk je
nasledné kvantifikovana na zékladé méreni radioaktivity uvolnéné z mrtvych bunék
do supernatantu. Ackoliv je tato metoda reprodukovatelna a jednoduchg, ma i jisté
nevyhody. CTL aktivita neni kvantifikovana na drovni jednotlivych bunegk,
neposkytuje Udaje o kinetice interakci mezi efektorovymi a cilovymi bunkami a je
zalozena na préaci sradioaktivnimi materialy, které vyzaduji specidni zachazeni.
(Brunner et al., 1968).
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Kvantifikace CTL prekursori prostfednictvim LDA (limiting dilution
analysis)

Metodou LDA lze kvantifikovat prekursory CTL v suspenzi lymfocyta.
Metoda LDA vyuziva statistickou funkci Poissonovské distribuce, kterd popisuje
nahodné rozdéleni predméta, vtomto piipade lymfocyta. Pokud jsou heterogenni
T-lymfocyty rovnomérné rozdéleny do sady kultivacnich jamek, budou tyto
obsahovat rizna mnozstvi T-lymfocyti specifickych pro dany antigen. Testované
lymfocyty jsou nasazeny do jamek mikrotitracni desticky v nékolika raznych
po¢atecnich koncentracich (napr. 4 rizné koncentrace T-lymfocyti, kazda alespon ve
24 jamkéch) a in vitro jsou stimulovany specifickym antigenem, buikami
prezentujicimi antigen a rastovymi faktory. Po nékolika dnech rastu a diferenciace
jsou bunky vjamkach testovany na odpovéd k antigenu, napi. na cytotoxickou
odpoved’ za pouziti cilovych bungk znagenych radioaktivnim chromem °'Cr (viz.
vyse) nebo alternativné neradioaktivnim europiem Eu3+ (Bouma et a., 1992).
Logaritmus podilu jamek bez odpovédi pro kazdou pocétesni koncentraci bunék v
jamce je vynesen do grafu. Jednotlivymi hodnotami v grafu je prolozena primka, jgiz
strmost zévisi na frekvenci prekurzori ve vzorcich. Vypocet frekvence bunék
specifickych pro antigen je zalozen na piedpokladu, ze je-li podil negativnich jamek
37%, pramérné na jamku pripada 1 bunka specificka pro antigen (znamo
z Poissonovské distribuce). Frekvence T-bunék specifickych pro antigen v populaci
bude tedy odpovidat pievréacené hodnoté toho poctu bunék v jamce, kterému odpovida
37% negativnich jamek. Jelikoz jde ae o komplikovanou a velmi pracnou metodu,
jsou mezi experimentétory preferovany spise jiné pristupy.

Fluorescen¢ni oznaceni mrtvych cilovych bunék

Cytotoxickou aktivitu lze zjistovat také za pouziti prutokové cytometrie.
Jednou z moznosti je pocaeini oznaceni cilovych bunek (napt. CFSE) a po jejich
inkubaci s efektorovymi bunkami néasledné oznateni mrtvych bunék DNA vazebnymi
barvickami (napt. propidium iodid nebo TO-PRO-3 iodid) (Heckelsmiller et a.,
2002). Jinym pristupem je oznateni efektorovych bunék CFSE a apoptotickych
cilovych bunék 7-amino actinomycinem D (7-AAD) (Lecoeur et a., 2001).
Nevyhodou téchto metod vsak je, ze ve vydedku nezahrnuji mrtvé buiky, které
zmizely v dasledku fagocytozy. Tento nedostatek se snazi esit napr. metoda FATAL
(fluorometric assessment of T lymphocyte antigen specific lysis), ktera zjistuje
mnozstvi cilovych bun¢k, které zmizely z populace piedem dvojité oznacenych
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cilovych bun¢k. Membrénoveé proteiny cilovych bunék jsou permanentné oznaceny
PKH-26 a sou¢asné proteiny uvniti buriky jsou oznateny CFSE. V piipadé poskozeni
bunécné membrany je CFSE uvolnéno a bunky jiz dde nesviti. Zustavaji vsak
oznacteny PKH-26 (Sheehy et al., 2001). Velkou vyhodou téchto metod je jegich
citlivost, moznost dalsi charakterizace bunécnych populaci a fakt, ze nepracuji
sradioaktivitou. Nevyhodou je pak nutnost definovat a zgjistit optimdlni reakéni
podminky, nebot’ pii vyssich hodnotach poméru efektorovych a cilovych bunék (E:T)
vznika vétsi mnozstvi apoptotickych télisek a bunécnych zbytki, které nejsou
pratokovou cytometrii mefitelné.

In vivo cytotoxicky test

Cytotoxickou aktivitu lze u mysi sledovat také in vivo. Cilové bunky
piipravené z mysi sleziny jsou inkubovany v pritomnosti peptidu a nésledné jsou
oznaceny carboxyfluorescein-diacetate-succinimidylesterem (CFSE, CFDA-SE). Pak
jsou intravendzné aplikované mysimu prijemci. In vivo eliminace CFSE pozitivnich
cilovych bunek, kterd odrézi pritomnost specifickych CTL u mysi, je zji stovana druhy
den pratokovou cytometrii z izolovanych splenocyti (Otahal et a., 2005). Pomoci
znaceni CFSE lze dedovat také migraci lymfocyta in vivo. Zpocétku se k témto
ucelim pouzival radioaktivni chrom, lepsi je vsak znaceni fluorescencni. CFSE se
vyborné osvédcil i pro dlouhodobé sledovani migrace, v lymfocytech byl
detekovatelny jesté 8 tydnu po injekci do mysi (Weston and Parish, 1990). Mezi dalsi
pouzivané znatky patii napi. PKH26, Calcein nebo BCECF.

Méf eni aktivity enzymi uvolnénych z cilovych bunék

Jiny pristup vywzivaji metody, které sleduji aktivitu enzymi uvolnénych
z cilovych bunek. Mezi tyto metody patii napt. CLM (coupled luminescent method),
coz je vysoce citliva, bezpecna arychla metoda pro méreni cytotoxické aktivity, kterd
nevyzaduje oznateni cilovych bun¢k (Corey et a., 1997). Metoda je zalozena na
sedovani uvolnéni glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenazy (GAPDH, G3PDH) z
mrtvych cilovych bunék. Aktivita enzymu GAPDH, ktery je piitomny ve vsech
bunkéch, je spojena s produkci vysokoenergetickych molekul (ATP, NADH), které
jsou luminiscentnim substrdtem pro luciferdzu. Uvolnénd luminiscence je mgrena
luminometrem. Metoda byla pouzita napi. pro méfeni cytotoxické aktivity NK bunék
(Ogbomo et a., 2006). Dalsi moznosti je napi. kolorimetrické stanoveni aktivity
laktat dehydrogenazy (LDH) uvolnéné do média zcilovych bunék, za pouziti

tetrazoliovych barvicek, které jsou redukovany vzniklym NADH, za vzniku
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barevného produktu (Decker and Lohmannmatthes, 1988).

FCC (flow cytometry CTL) test

Okamvzité po signalizaci spusténé cytotoxickymi T-lymfocyty se v cilovych
bunkéch aktivuje kaspdzova kaskédda. Prévé casnd detekce aktivace kaspaz
v apoptotickych cilovych buiikach mize byt markerem specifické aktivity CTL.
Cilové buniky, které jsou pro odliseni od efektorovych bunék fluorescenc¢né oznaceny,
jsou inkubovany se specifickym fluorogennim substrdtem kaspaz, ktery pronikne
dovnitt bunek (napi. pro kaspézu-3 byl pouzit substrat PhiPhiLux). V piipadé aktivace
kaspdz se substrat rozstépi a pouze tehdy zacne vydavat fluorescencni signd.
Fluorescence emitovana cilovymi bunkami je detekovatelnd pratokovou cytometrii
nebo fluorescen¢ni mikroskopii (Liu et a., 2002).

Sledovani markeru degranulace

Fluorescen¢ni znaceni

Jednim ze zpasoba, kterym cytotoxické T-lymfocyty zabijeji cilové bunky, je
uvolnéni obsahu tzv. lytickych granuli (sekrecnich lysosomia) piitomnych
v cytoplazmé CTL, do prostoru imunologické synapse mezi CTL a cilovou bunkou.
Lytické granule obsahuji husté jadro slozené zraznych proteint, mezi nimiz jsou
perforiny a granzymy. Pomoci intraceluldrniho barveni je mozné napi. granzym B a
granzym A fluorescencné oznait. V membranach cytotoxickych granuli jsou
piitomné molekuly glykoproteinit CD107a (LAMP-1) a CD107b (LAMP-2). Po
degranulaci aktivovanych CD8" T-bungk, kterd nasleduje rychle po specifické
stimulaci TCR a kter4 je prekursorem cytolyzy, se jako dusledek fuze membréan
cytotoxikych granuli a plazmatické membréany vystavi na povrchu cytotoxickych
T-lymfocytt molekuly CD107a a CD107b. Signifikantni exprese CD107a a CD107b
na bunééném povrchu je detekovatelnd jiz za 30 minut po stimulaci CTL a svého
maxima dosahuje za 4 hodiny. Pomoci multiparametrové pritokové cytometrie tak 1ze
prostiednictvim povrchového oznateni molekul CD107a a CD107b detekovat
cytotoxické T-lymofocyty, jgichz lyticka funkce byla aktivovana stimulaci
piislusnym specifickym antigenem. Metodu |ze kombinovat i s dalsimi pristupy, napt.
se sledovanim produkce cytokina a znaéenim MHC tetramery. Vyhodou této metody
je dale take to, ze neni nutné znacené burnky fixovat a permeabilizovat a ty zustéavai
Zivé pro piipadné dal si pouziti (Betts et al., 2003). Vysledky dosazené pomoci této
metody korelovaly s produkci intracelularnino IFN-y po stimulaci specifickym
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antigenem.

ELISPOT

Metodou ELISPOT (princip metody viz. vyse) lze sledovat té&z produkci
granzymu B (GrB, (Shafer-Weaver, 2003)) a perforinu (Zuber et al., 2005). Tyto
molekuly jsou piitomny v cytotoxickych granulich CTL a NK bunék a jgich
uvolnéni je povazovéno za indikaor cytotoxické odpovédi. Jednd se o metodu

citlivgjsi nez , >'Cr-release” test.

1.2.2.3. Charakterizace genové exprese

DNA cCipy (DNA microarrays)

Slouzi pro souc¢asnou analyzu dat o expresi mnoha gena v bunkach. DNA ¢ipy
je mozné pouzit napiiklad ke studiu genové exprese v riznych bunécnych typech
nebo v bunkéch v riznych stédiich maturace a aktivace (napt. studium rozdilné
genové exprese v Thl a Th2 subpopulacich). Principem je piipojeni mnoha raznych
DNA sekvenci, které mohou reprezentovat tisice znamych genu, na sklenény povrch
DNA ¢ipu v definované pozici. mRNA izolovand z testovanych bunék pak mize byt
piepsana do cDNA, oznacena (napr. fluorescencné) a hybridizovana s cipem.
Hybridizace znatené mRNA (cDNA) sodpovidajici DNA sekvenci ¢ipu je pak
detekovana a analyzovana. Z vysledku je pak mozné zjistit napi. zda je nebo neni
v dané tkani nebo bunécné populaci prislusny gen exprimovan a pripadné vyhodnotit
Uroven jeho exprese. Vyhodou této metody je moznost paraeni analyzy mnoha
raiznych vzorki. DNA cipy jsou komeréné dostupné (napr. GeneChip firmy
Affymetrix), avsak jegjich porizeni je zna¢né nakladné. Pro studium imunitnich
odpovédi u mysi (Lorenz et a., 2003) a u ¢loveka (Nikula et al., 2005) proto byly
vytvoreny jejich podstatné levngjsi varianty, tzv. ImmunoChipy, které nejsou
zamg¢tené na globani screening genove exprese, ae sleduji pouze vytypované geny,
které by mohly mit vztah ke studovanému problému (napi. geny pro transkripcni

faktory, CD markery, cytokiny, receptory cytokini, MHC molekuly atd.).

1.2.2.4. Vybér vhodné metody pro testovani u¢innosti vakciny

Pro hodnoceni protinadorové imunitni odpovédi vyvolané vakcinou a tedy
vlastni G¢innosti vakciny se obvykle zjistuje mnozstvi indukovanych T-bunék
specifickych pro antigen, at” uz na zéklade jejich fenotypu nebo aktivity (napi. sekrece
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cytokint, cytotoxicita). Soucasné by meély byt sledovany rtzné typy imunitni
odpovédi, napt. CD4*, CD8" T-bungéna a pripadné protilatkova odpovéd. Pro co
mozn& nejlepsi charakterizaci imunitni odpovédi vyvolané vakcinou je pak vhodnéa
detailngjsi analyza. Napi. zjisténi, zda MHC-I tetramery vézi pamétové CTL (Ize je
odlisit od naivnich prostiednictvim fenotypovéno markeru CD45RA/R0O), by mohlo
prispét k poznatku, zda ke stimulaci doslo skutecné imunizaci. Pii hodnoceni imunitni
odpovédi je tedy ideani kombinace nékolika pFistupt. Pouzivané metody by mély
byt jednoduché, citlivé, dobie reprodukovatelné a standardizované. Rovnéz je vhodné
zvysovat citlivost analyzy, napt. pouzivanim obohacenych populaci.

Tradi¢né je bunétna imunitni odpoveéd specifickd pro antigen zjistovana
prostiednictvim méieni bunécné cytotoxicity, proliferace a produkce cytokini. Od
konce 60.-tych let az tém&t do konce 20.-tého stoleti byla cytotoxicka aktivita CD8"
bunék metena ,>'Cr release” testem. Tento test ma vsak mnohé nevyhody, mezi které
patii nizka citlivost, vysoké spontanni uvolnéni radioaktivni znatky nebo nutnost
préce sradioaktivitou. Proto byly vyvijeny metody nové. V pribéhu posledniho
desetileti se dostaly do popiedi metody, které dovoluji analyzu specifické imunitni
odpovédi na drovni jednotlivych bunék. V soucasné dobg¢ jsou pouzivany tii zékladni
metody: ELISPOT, MHC-I tetramerovy test a detekce intracelularnich cytokin.
Jgjich hlavnimi vyhodami je krom¢ anayzy na Urovni jednotlivych bunék takeé
relativni snadnost, spolehlivost a citlivost. Revolu¢ni metodou se stal v 2. poloving
90.-tych let MHC-I tetramerovy test, ktery umoznil jednoduse analyzovat specifitu
T-lymfocytt. Pomoci detekce intraceluléarnich cytokini je zase mozné nglen merit
schopnost bunék produkovat cytokiny v zavislosti na stimulaci antigenem, ae také
urcit jgjich fenotyp a kvantifikovat je v bunééné suspenzi. Zakladni metody jsou pak
dopliiovany dalsimi postupy, znichz nekteré jsem zde popsala Tradi¢ni ,°'Cr
release” test se rovnéz stale hojné pouziva, pringmensim jako referenéni metoda.

Vydedky ziskané metodami, které sleduji rizné parametry imunitni odpovedi
spolu nemusi vzdy zcela korelovat (Clay et a., 2001). V pripadé, ze byla zjisténa
pritomnost bun¢k specifickych pro antigen, nemusi to jesté znamenat, ze jsou tyto
bunky také schopné vykonavat své efektorové funkce. Je dobie dolozeno, ze mnoho
bunék specificky vézajicich MHC-I tetramer neprodukuje po stimulaci peptidem
IFN-y (Goepfert et al., 2000). | v ptipadé, kdy byla detekovana produkce cytokini
CD8" buitkami po stimulaci, je otédzka, zda jsou tyto buiiky cytotoxické. Bylo

pozorovano, ze vétsina CD8" bunek, které produkuji IFN-y po stimulaci také
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degranuluji (exprimuji CD107) a mély by byt tedy schopné zabit cilové bunky.
V opaném pripadé vsak plati, ze nekteré CD8" buiiky degranuluji, ae neprodukuji
IFN-y (Betts et al., 2003). Populace odpovidajicich CD8" bungk je tedy funking
heterogenni.

1.3. Adenylat cyklazovy toxin Bortdetelly pertusis

Bordetella pertusis je striktné aerobni bakterie, ktera se radi spolu s dalsimi
¢tyfmi druhy do rodu Bordetella a ttidy Alcaligenaceae. B. pertusis byla poprvé
izolovana vroce 1906. Z morfologického hlediska se jedna o gram-negativni,
nepohyblivou, kratkou ovoidni tycinku, ktera je obligatornim lidskym parazitem. Po
infekci, ktera se Sifi kapénkami nebo primym kontaktem, kolonizuje dychaci cesty
¢lovéka a zpusobuje vazné akutni respira¢ni onemocnéni stézkym prabéhem zejména
u déti, tzv. c¢erny kasel. V prabéhu infekce mikroorganismy prisedaji k fasinkovému
epitelu trachey a bronchd, napadaji aveolarni makrofagy, rychle se pomnozuji na
dliznici a exprimuji virulentni faktory, které pomahaji kolonizovat horni cesty
dychaci. Jednim typem virulentnich faktori jsou tzv. bakteridni adheziny, které
umoziuji vazbu bakterii k epitelidnim bunkam, makrofagim a neutrofilam. Patti
mezi né povrchové a riazné extracelularni bakteridni proteiny a proteinoveé struktury,
jako fimbrie, vlaknity hemaglutinin a pertactin. DalSimi vyznamnymi virulentnimi
faktory B. pertusis jsou proteiny, které navozuji poskozeni hostitelské tkané a
inhibuji obranu hostitele:  pertussovy toxin, letalni toxin (diive nazyvany
dermonekroticky toxin), adenylat cyklazovy toxin, trachealni cytotoxin,
lipopolysacharid (endotoxin) a trachealni kolonizaé¢ni faktor (Smith et al., 2001).
V pocatecni fazi, kdy dochazi ke kolonizaci epitelu, pomnozeni bakterii a produkci
toxini, je onemocnéni jesté dobre I&citelné antibiotiky. Pozdéjsi féze jsou
provazené zéchvaty kasle, zvracenim, kietemi a nadmérnou produkci hlenu, coz muze
skongcit smrti.

Mezi klicové virulentni faktory Bordetelly patii adenyla cyklédzovy toxin
(ACT) CyaA, ktery byl objeven v roce 1976 (Hewlett and Wolff, 1976). Uplatnuje se
v casnych fézich infekce, v prabéhu kolonizace dychaciho Ustroji. Toxin CyaA se
vaze na povrch raznych typa bunék, prostupuje jgich bunéé¢nou membranou a diky
své adenylat cyklazové aktivité vyznamné zvySuje vnitrobuné¢nou hladinu

cyklického AMP (Confer and Eaton, 1982). To vede k vaznym zménam ve fyziologii
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cilovych bunék (intoxikace) a k supresi funkci napadenych leukocytt (napt.
chemotaxe, fagocytéza a oxidativni vzplanuti). CyaA je také schopen vytvaret
v membrané cilovych bunék pory a tim narusit membranovy iontovy gradient.
V piipadé erytrocytti vede tato aktivita k jegjich osmotické lyzi a je proto nazyvana
aktivitou hemolytickou. Pro oblast nddorové imunoterapie je toxin CyaA zajimavy

z hlediskajeho mozného vyuziti jako vektoru pri tvorbé vakcin (viz. dale).

1.3.1. Struktura a funkce CyaA

CyaA je polypeptid o molekulové hmotnosti 177 kDa (Gentile et al., 1990), ktery
je dozen ze 1706 aminokyselin. Je tvoien dvéma funkénimi doménami (Obr.1).
Katalyticka adenylat cyklazova doména (400 AK na N-konci) vstupuje do cytosolu
hostitel ské bunky, kde po aktivaci eukaryotickym kalmodulinem katalyzuje konverzi
bunécného ATP v cAMP. Hemolyticka doména (1306 AK na C-konci) zprostiedkuje
vazbu a vstup katalytické domény do bunky a je zodpovédna za indukci tvorby kanalta
v bunéeéné membréané (hemolyza). Ze strukturniho hlediska mizeme protein rozdélit
na4 oblasti (Obr.1):

1. adenylat cykliza (AK 1-400): adenyld cyklazova aktivita, vazba

kalmodulinu, vazba ATP

2. hydrofobni oblast (4 hydrofobni segmenty, AK 500-700): tvorba kation-

selektivnich kandld v membrané

3. nonapeptidové repetice bohaté na glycin/aspartat (AK 1000-1600): vazba
vépniku, vazba k CD11b receptoru

4. C-koncova oblast (AK 1600-1706): sekretni signél

Invazivni adenylat Hydrofobni Palmitoylace 45 RTX repetic vazajicich Ca”" Sekreéni
cyklazova doména doména Lysggo 2 LySog; X-(L/I/V)-X-G-G-X-G-X-D  signal
l I | ! | ||
1 400 500 700 913 1000 1600 1706

[
»

'

Hemolyticka doména

Obr. 1. Schématické znazornéni struktury CyaA (upraveno podle Simsova et al.,
2004).
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Gen cyad je exprimovan ze samostatného promotoru a je souéasti operonu,
ktery kéduje 5 genu: cyadBCDE (Mock, 1993). Dalsi promotor, ze kterého jsou
exprimovany geny cyaB, cyaD a cyaE, a které jsou nezbytné pro sekreci adenylat
cyklazového toxinu CyaA (Glaser et a., 1988), se nachézi mezi geny cyad a cyaB.
Gen cyaC je transkribovan v opatném smeru. Jeho produkt je acyltransferaza, ktera
zgjistuje posttrandacni acylaci proteinu CyaA. CyaA je syntetizovan jako inaktivni
protoxin a teprve po kovalentni posttranslacni palmitoylaci Lys-983 dojde k preméné
inaktivniho prekursoru CyaA v aktivni toxin, ktery je schopny vazby k bunéenému
povrchu, tvorby kandlu v membrané a praniku do cytosolu hostitelskych bun¢k
(Hackett et al., 1994). Bylo zjisténo, ze posttransacni acylace CyaA protoxini
produkovanych v B. pertusis aVv E. Coli jsou odlisné (Hackett et al., 1995). CyaA
pochézejici z B. pertusis je vyhradné palmitoylovan a to pouze na Lys-983. Protoxin
produkovany v E. coli je na Lys-983 z ¢asti palmitoylovéan a z ¢asti myristilovan a
navic je jesté acylovan na Lys-860. Tato dvoji acylace zpisobuje snizenou schopnost
hemolyzy rekombinantniho proteinu, AC aktivita neni ovlivnéna (Hackett et al.,
1995), (Basar et a., 2001).

Pred ¢asem bylo zjisténo, ze CyaA se vaze na oy, integrinovy receptor
CD11b/CD18 (komplementovy receptor typu 3 - CR3, MAC-1) (Guermonprez et al.,
2001), ktery je exprimovan na myeloidnich bunkéach: makrofazich, neutrofilech,
subpopulaci dendritickych bunék a na NK bunkach. Hlavnim biologickym vyznamem
této interakce je zigfmé imunosuprese v disledku intoxikace cilovych bunék, slouzici
jako unikovy mechani smus Bordetelly pred ¢asnou nespecifickou imunitni odpoveédi.
CyaA je ade schopen pronikat také do sirokého spektra eukaryotickych bungk
postrédajicich receptor CD11b/CD18, s riznou Ucinnosti je intoxikovat a méa dokonce
schopnost pronikat i do umélych membrén pripravenych z fosfolipidi (Masin et al.,
2004). V pripad¢ bunék nehematopoetického pavodu vsak intoxikace neovliviuje
jgjich zivotaschopnost, coz pravdépodobné souvisi pravé s nepiitomnosti specifického
receptoru CD11b/CD18 na jgich povrchu (Guermonprez et al., 2001). Je
pravdépodobné, ze vazbou na receptor se v membrané stabilizuje spravna konformace
toxinu. Molekulu CD11b/CD18 rovnéz neexprimuji sav¢i erytrocyty, které byly jesté
v nhedavné minulosti Siroce pouzivany pro vyzkum interakci CyaA s cilovou
membréanou.

Dilezitym cilem ucinku CyaA jsou tedy bunky exprimujici receptor
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CD11b/CD18. Pro vazbu k tomuto receptoru neni potiebna katalyticka doména
toxinu. Hlavni vazebna oblast pro receptor se nachézi mezi aminokyselinami 1166 a
1281, tedy v oblasti bohaté na glycin/aspartat (El-Azami-El-Idrissi et a., 2003). Tato
oblast (AK 1000-1600) se skléda z 5 blokt nonapeptidovych opakovani, které radi
CyaA do rodiny tzv. RTX proteini (Repeats in ToXin). Bloky repetic, na které se
muze navézat az 45 iontt vapniku se sklédaji ze 17 opakovéni sekvence X-(L/I/V)-X-
G-G-X-G-X-D a z &z 33 dalsich degenerovanych repetic (Osicka et al., 2000), (El-
Azami-El-ldrissi et a., 2003). Po vazbé CyaA na povrch eukaryotickych bunék a
navazani ionta Ca®* do oblasti repetic dochazi ke konformacnim zménam v molekule
toxinu ak nasledné translokaci adenylat cyklazy do burek (Hewlett et al., 1991), kterd
zde po aktivaci endogennim kalmodulinem katalyzuje konverzi ATP v cAMP. Vemi
rychle (v fadu sekund) se zac¢ne syntetizovat CAMP, pii éem negjvyssi syntéza probiha
mezi 10-40 minutou. Hladina cAMP se v buiice zvysi a2z 1000x a v nefyziologické
koncentraci je pro bunky toxickd Vysdedkem bunécné intoxikace neutrofili a
makrofagt, ktera probéhla v zavidosti na vazbé k receptoru CD11b/CD18 je
neschopnost fagocytozy, inhibice chemotaxe a oxidativniho vzplanuti (Confer and
Eaton, 1982) a indukce apoptdzy makrofagn (Khelef and Guiso, 1995). CyaA také
dokaze modulovat aktivaci a maturaci dendritickych bunék (Boyd et a., 2005).

Presny mechanismus translokace AC domény CyaA pres bunécnou membranu
neni doposud znam. Jisté je, ze translokace je zavisla na pritomnosti Ca’* iontd ana
teploté, nebot’ probihd pouze pii teplot¢ nad 20°C. Samotna inzerce toxinu do
membrény probiha jiz pti 4°C (Rogel and Hanski, 1992). Pro translokaci je dde
dulezity elektrostaticky ndboj centrani oblasti katalytické domény (AK 224-242)
polypeptidového fetézce, coz ma vyznam pii konstrukci rekombinantnich CyaA. Pro
internalizaci aintoxikaci je dulezity téz potencia plazmatické membrany (Otero et al.,
1995).

Krom¢ adenyld cykldzové aktivity ma acylovany CyaA jesté aktivitu
hemolytickou. Tato aktivita je zavida na piitomnosti Ca®* iontd, stejné jako vazba,
translokace AC toxinu pres bunéc¢nou membranu a intoxikace (Gray et a., 1998),
(Rose et al., 1995). Za hemolytickou aktivitu je zodpovédna tzv. hemolyticka doména
CyaA, ktera se nachazi v oblasti C-koncovych 1306 aminokyselin toxinu. Pro tvorbu
pord v membrané je dalezitd hydrofobni oblast mezi aminokyselinami 500-700.
Vytvorené pory maji maly pramér (asi 0,6-0,8 nm) ajsou selektivni pro malé kationty
(Benz et a., 1994). Drive se piedpokladalo, ze pravé témito péry prostupuje
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katalyticka doména CyaA do cytoplazmy, coz je ae zdivodu jegich malé velikosti
vylouceno.

Zda se, ze intoxikace a hemolyticka aktivita CyaA jsou dva nezavislé procesy
(Gray et d., 1998) a piedpokléada se, ze souvisi s riznou konformaci CyaA vlozeného
do bunétné membrany. Pro tvorbu hemolytickych kanalt je nutné, aby CyaA byl
zakotven v membrang jako tzv. kandlovy prekursor, s adenyla cykldzovou doménou
umisténou na vngjsi strané membrany (Osickova et a., 1999). Tvorba kandu je
rovnéz zavida na oligomerizaci CyaA monomeri (Gray et al., 1998). Translokace AC
domény do bunky vyzaduje jinou konformaci CyaA v membrang, tzv. translokacni
prekursor a nevyzaduje oligomerizaci. Prakticky okamzité po styku s toxinem dochazi
k intoxikaci a odplaveni K* z buriky. Naopak hemolyticka aktivita je cca prvnich 90
minut zanedbatelnd a vyzaduje vyssi koncentraci toxinu (Gray et al., 1998).

V C-koncové oblasti molekuly je obsazen sekre¢ni signd. Narozdil od vétsiny
RTX proteini vsak po sekreci z B. pertusis zustdva vétsina CyaA asociovana
s bakterialnim povrchem, ziggmé v komplexu sviaknitym hemaglutininem (FHA)
(Zaretzky et al., 2002) a jen malacast je sekretovana do supernatantu. Bylo zjisténo,
ze stgné jako CyaA i FHA interaguje sreceptorem CD11b/CD18 (Relman et 4.,
1990). Asociace CyaA a FHA v souvidlosti svazbou k CD11b/CD18 by mohla mit
vyznam pri G¢inngjsi likvidaci leukocyti Bordetellou, protoze bylo zjisténo, ze
intaktni bakterie je schopna intoxikovat cilové bunky Gc¢inngji nez volny toxin
pochazejici z bakterie s mutovanym FHA (Zaretzky et al., 2002).

1.3.2. Pouziti rekombinantniho proteinu CyaA jako vakciny
Detoxifikovana varianta CyaA miaze byt pouzita jako nereplikativni
proteinovy vektor v imunoterapii. Epitop pochazejici z patogena nebo nadorové
bunky, ktery byl vlozen do katalytické césti molekuly CyaA je dopraven do
cytoplazmy bunék prezentujicich antigen a ndsledné je prezentovéan prostiednictvim
MHC-I i MHC-II molekul na jgich povrchu. Samotna inserce cizorodého fragmentu
do molekuly CyaA mize vést ke zruseni enzymatické adenylédt cykldzové (AC)
konstrukcim geneticky detoxifikovanou variantu CyaA, kdy je mezi Aspl88 a 11e189
viozen dipeptid GlySer (Fayolle et a., 2001) nebo LeuGIn (Ladant et a., 1992).
Inserci dipeptidu do této oblasti dojde k preruseni vazebného mista pro ATP atim ke
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zruseni CAMP syntetické aktivity (Ladant et a., 1992).

K prenosu peptida do bunécného cytosolu je zapotiebi zachovani invazivni
aktivity toxinu, ktera vsak mize byt po viozeni insertu porusena. Uvnitt katalytické
domény bylo proto identifikovano nékolik mist, do kterych |ze vlozit insert bez
poruseni invazivity toxinu (Ladant et al., 1992), (Osicka et al., 2000). Schopnost
translokace zalezi dei navelikosti vkladaného fragmentu. Bylo zjisténo, ze CyaA je
tolerantni k inzerci fragmenti az o velikosti 187 AK (Gmira et a., 2001). Pro
internalizaci ma vyznam rovnéz elektrostaticky néboj katalytické domény v oblasti
AK 224-242. Internalizace domény s negativné nabitym insertem vkladanym do této
oblasti je snizena nebo zcela blokovana (Karimova et al., 1998).

Jak jiz bylo zminéno, piesny mechanismus translokace AC domény CyaA pies
buné¢énou membranu neni znam. Souc¢asny model pro dopravu antigenu do cytosolu a
jeno néslednou prezentaci na bunécném povrchu predpoklada interakci CyaA s
CD11b/CD18 receptorem a bud’ naslednou transokaci AC domény pies bunécnou
membranu nezavisle na endocytéze nebo dojde ke klathrinem zprosttedkované
endocytéze (Schlecht et a., 2004), (Simsova et al., 2004) (Obr. 2). Po vstupu CyaA
do bunky dvéma riznymi cestami je AC doména zpracovana dvéma riznymi zpusoby
(Schlecht et al., 2004). Pro prezentaci antigenu v komplexu sMHC-I je AC doména
nesouci antigen po translokaci v cytosolu zpracovana proteazomy, peptidy jsou
prostrednictvim TAP transportéru dopraveny do endoplazmatického retikula, kde se
vazi na nové syntetizované molekuly MHC-I, které jsou néasledné dopraveny na
bungeny povrch a prezentovany CD8" buiikdm (Guermonprez et al., 1999). Dréha
zpracovavgjici antigeny pro MHC-II prezentaci nepotiebuje aktivitu proteazoma ani
TAP transportéru, ale je zavida na okyseleni vesikult aktivujicim protedzy, na , de
novo" syntéze MHC-1l a dopravé pies Golgiho apardt (Schlecht et al., 2004). Je
iniciovéna klathrinem zprostiedkovanou endocytézou, po niz jsou peptidy
proteolyticky zpracované v endozémech a nasledné prezentované CD4" lymfocytam
na povrchu bunky v komplexu sMHC-II (Loucka et a., 2002). Je vsak treba
piipomenout, ze CyaA je schopen pronikat do nékterych typid bunék zptisobem
nezavislym na pritomnosti CD11b/CD18 receptoru a endocytéze, jako je tomu
v pripadé erytrocytu (Guermonprez et al., 2001).
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Obr. 2. Model zpracovani antigenii pro prezentaci CD8" a CD4" lymfocytiim
(upraveno podie Simsovaet al., 2004).

Pro vyvoj vakcin je dulezité, ze CyaA je schopen dopravit antigeny do
cytosolu bunék prezentujicich antigen, které je prezentuji na svém povrchu a stimuluji
specifické CD4" i CD8" T-bun&éné odpovédi in vitro a zeména ze dokaze vyvol avat
acinnou protektivni alnebo terapeutickou odpoveéd’ in vivo na zvirecim modelu po
¢elenzi naddorovymi buiikami nebo virem. Modelovym antigenem pro indukci CD4*
T-bunééné odpoveédi je epitop proteinu vézgjiciho matbézu MaE gy 114 Z E.coli
(Loucka et a., 2002). Specificka CD8" T-bun&ena odpovéd’ byla detekovana napi. po
podani rekombinantnihno CyaA nesouciho modelovy epitop z kuteciho ovalbuminu
OV A 57061 (Fayolle et al., 1999), epitop viru lymfocytérni choriomeningitidy LCMV
(AK 118-132) (Saron et a., 1997), epitop z V3 oblasti gp120 (AK 316-327) viru
HIV-1 (Fayolle et a., 1996), Tat viru HIV-1 (Mascarell et a., 2005), E7 protein



lidského papillomaviru 16 (Mackova et al., 2006), (Preville et al., 2005) nebo epitopy
exprimované namelanomovych bunkéch odvozené od tyrozindzy Tyr (AK 369-377) a
z intronu genu kodujiciho N-acetylglucosaminyl transferdzu V (GnT-V) (Dadaglio et
al., 2003). Odpovedi jsou diouhodobé, detekované az 5 mésici po posledni injekci
(Dadaglio et a., 2003) alzeje vyvolat i podanim jedné davky CyaA bez adjuvans.

CyaA |je také schopen dopravit do cytosolu rizné epitopy vlozené v raznych
pozicich toxinu aindukovat specifické CTL zaroven proti nékolika epitopum. Epitopy
z LCMV (AK 118-132), V3 oblasti gp120 lidského HIV -1 (AK 316-327) a kureciho
ovalbuminu OVA (AK 257-264), které byly vlozeny do CyaA jako jediny polyepitop,
indukovaly jak specifické CTL proti jednotlivym epitopam, tak chranily mysi pred
celenzi virem LCMV (Fayolle et al., 2001). Jednotlivé epitopy je mozné vkladat do
raiznych permisivnich pozic v CyaA také soucasné a indukovat tak zéroven
specifickou CD4" i CD8" T-bun&¢nou imunitni odpovéd’ (Schlecht et al., 2004). Pii
vybéru vhodného mista pro inserci epitopu do molekuly CyaA je viak tieba mit na
mysli, Zze pouze v nékterych z nich modelové epitopy Gcinné stimuluji specifické
T-lymfocyty (Osickaet a., 2000), (Fayolle et a., 2001), (Louckaet al., 2002).

Bylo pozorovéno, ze imunitni odpovéd” k antigenu, kterd je indukovana
prostrednictvim vektoru CyaA vnasgjiciho antigen ve své AC doméné je Thl
polarizovana a CTL odpovéd vigi antigenu neni zévisla na pritomnosti CD4™ Th
lymfocyti a CD40 signalizaci (Guermonprez et a., 2002), (Schlecht et al., 2004),
(Mascarell et a., 2005). Bylo zjisténo, ze CD8 epitopy vlozené do katal ytické domény
jsou in vitro i in vivo dopraveny do cytoplazmy CD11b* dendritickych bungk.
Subpopul ace téchto bunék ma fenotyp: CD11¢" CD8c CD116™%" (Guermonprez et .,
2002). Je zagjimavé, ze CD4" T-bungéna odpoved’ vyvolana CyaA-MalEi114 je Thl
polarizovana (Schlecht et al., 2004), ae tento typ cilové subpopulace DC by mél
priméarné podporovat Th2 polarizaci odpovédi (Moser and Murphy, 2000). CyaA tedy
ziggm¢ zpusobi presmérovani DC smérem k aktivaci Thl, nicméné mechanismus
tohoto pusobeni nebyl doposud prozkouman. Také bylo zjisténo, ze toxoid
CyaA-HIV1-Tat indukuje Thl polarizovanou odpovéd’, narozdil od Th2 typu
odpoveédi, ktera vznika po podani samotného Tat bez molekuly CyaA. Vlozenim Tat
do molekuly CyaA byla také zrusena transaktivacni aktivita Tat (Mascarell et a.,
2005).

Zajimavou kapitolou je pasobeni CyaA podaného souc¢asre s antigenem. Bylo
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zjisténo, ze CyaA v tomto pripadé pusobi adjuvantné a moduluje imunitni odpovéd’
proti danému antigenu (MacDonad-Fyall et a., 2004), (Hormozi et al., 1999), (Ross
et a., 2004), (Boyd et a., 2005). MacDonald-Fyall a kolegové pozorovali, ze po
podani toxinu CyaA soucasné santigenem byl CyaA schopen navodit specifické
zvyseni protilatkové imunitni odpovédi proti danému antigenu. Detoxifikovana
varianta vznikla inserci dipeptidu LeuGIn mezi kodony 188 a 189, fungovaa jako
lepsi adjuvans nez divoka forma CyaA (MacDonad-Fyal et a., 2004). Opacny
vysledek ziskal Boyd a kolegové, totiz ze CyaA sinaktivovanou AC aktivitou (CyaA
byl vytvoien jinym zpisobem - substituci 3 AK H63A/K65A/S66G) ma adjuvantni
aktivitu snizenou a nema schopnost aktivace dendritickych bunék a makroféaga (Boyd
et al., 2005). Mechanismus adjuvantniho pasobeni CyaA neni doposud znam. Je
znamo, ze CAMP pisobi imunomodulacné a prévé AC aktivita toxinu je zigime pro
jeho adjuvantni Gc¢inek dalezitd U detoxifikovaného konstruktu vzniklého inzerci
dipeptidu v molekule CyaA je AC aktivita podstatné redukovana, je cca 100x nizsi
nez u nedetoxifikovaného proteinu, ale v nepatrném zbytkovém mnozstvi existuje
(MacDonad-Fyall et a., 2004). Je mozné, ze pro adjuvantni pusobeni je klicové
mnozstvi vzniklého cAMP, které nesmi byt piilis vysoké, aby nebylo pro bunku
toxické. U dendritickych bunék dojde vlivem zvyseni hladiny cAMP po inkubaci s
toxinem CyaA in vitro K inhibici produkce prozangtlivych cytokini IL-12 a TNF-o a
dale k zesileni produkce IL-10 alL-6 (Bagley et al., 2002), (Boyd et al., 2005), (Ross
et a., 2004), coz podporuje indukci CD4" Th2 a Trl odpovédi (Ross et al., 2004),
(Boyd et a., 2005). Dalsi faktor dulezity pro adjuvantni ptsobeni toxinu je zigjmeé
piitomnost zbytkového mnozstvi lipopolysacharidu v preparacich CyaA, ktery je
ziskavan produkci v E. coli. Mnozstvi LPS se razni v jednotlivych preparacich CyaA,
i vzavidosti na metodé pouzité kpurifikaci toxinu. Pri standardni purifikaci
zahrnujici chromatografii na DEAE-Sepharose a phenyl-Sepharose (Guermonprez et
al., 2000) se mnozstvi LPS pohybuje fadové mezi 15000-20000 EU/mg ACT (1
EU=83 pg LPS). Pouzitim dalsich purifika¢nich kroka Ize mnazstvi LPS
minimalizovat az na <100 EU/mg toxinu (Tartz et al., 2006). Je znamo, ze L PS puasobi
jako hlavni stimulant prozanétlivych cytokini a podporuje dozrévani dendritickych
bunék. Kontrolni skupiny, ve kterych byl pouzit teplotné inaktivovany CyaA a CyaA
s pfidanym LPS ae naznatuji, ze adjuvantni U¢inek nelze prisoudit pouze
lipopolysacharidu, ale je za n&j zigimé zodpovédna i samotnd molekula CyaA
(MacDonad-Fyall et a., 2004), (Ross et a., 2004). Podle Rosse a kolegi CyaA
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neovliviiuje produkci cytokint dendritickymi bunkami piimo, ae je schopen
regulovat odpovédi vyvolané lipopolysacharidem, ligandem TLR-4 (synergie k
indukci IL-10 a suprese IL-12, TNFa a MIP-1, které jsou indukované LPS) (Ross et
al., 2004). CyaA je také schopen ovliviiovat produkci cytokini vyvolanou CpG-ODN,
tedy ligandem TLR-9. V mysi defektni pro TLR-4, CyaA v kombinaci s CpG rovnéz
indukovalo produkci IL-10 a inhibovalo produkci TNF-o, [L-12p70 a CCL3
vyvolanou CpG-ODN (Boyd et al., 2005). Zda se, ze pro modulaci produkce cytokina
makrofégy je dilezité jeho interakce sreceptorem CD11b/CD18 (Boyd et al., 2005).
Signalni drédha spusténa molekulou CyaA v zavidosti na vazbé Kk receptoru
CD11b/CD18 vsak nebyla doposud zkouména. Na vysledném imunomodulatnim a
adjuvantnim efektu CyaA se tedy zigimé podili souhra riznych signdnich drah,
zahrnujicich vazbu k receptoru CD11b/CD18, signalizaci cAMP a Toll-like receptory
(TLR). Piesné mechanismy jejich pisobeni je vsak treba jesté v budoucnu objasnit.

Pii pouziti CyaA jako vakciny je také nutné pocitat se vznikem neutralizacnich
IgG protilatek proti CyaA. Tyto protildtky jsou zvyseny cca 40-50x po podani 2.
davky CyaA (MacDonald-Fyall et a., 2004). Z dosavadnich vydedki vsak vyplyva,
ze ani vznik relativné vysokych mnozstvi neutralizacnich protilétek proti CyaA po
opakovaném podani samotného vektoru pied imunizaci rekombinantnim CyaA
santigenem nebrani vzniku specifické CTL odpovédi proti modelovym epitopim
(Fayolle et a., 2001). Jednou z moznosti jak se presto vyhnout vzniku vétsiho
mnozstvi protilatek proti vektoru by pak mohlo byt pouziti raznych typt vektora pro
dopravu antigenu, tzv. ,,prime-boost” zpusob imunizace.

Vysledky imunizaci CyaA toxoidem ziskané zexperimentd na zvitecich
modelech jsou velmi dibné. Z toho davodu by méla byt v roce 2007 za (Casti firmy
BT PHARMA (Francie) zahgena klinicka studie faze 1/l na lidskych pacientech.
Tato studie se bude tykat terapie preneoplastickych |ézi a terapie cervikdniho
karcinomu, indukovanych papilomaviry. Vakcina bude nazvand ProCervix
(http://www.btpharma.com/).
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2. VYSLEDKY

2.1. Vliv modifikaci genetickych vakcin na zvySovani
bunécné imunitni odpovédi specifické pro antigen E7 viru

HPV-16

Publikace 1:

Immune response to E7 protein of human papillomavirus type 16 anchored on

the cell surface.

Nemeckova S, Stranska R, Subrtova J, Kutinova L, Otaha P, Hainz P, Maresova L,
Sroller V, Hamsikova E, VonkaV.
Cancer Immunol Immunother. 2002 Apr;51(2):111-9

V této praci jsme poprvé testovali bunécnou imunitu u mysi, ktera byla
indukovana tiemi raznymi rekombinantnimi viry vakcinie. Jeden z nich exprimoval
kompletni gen E7 viru HPV-16, dalsi pak fuzni gen Sig/E7/LAMP (Lin et al., 1996),
jehoz produktem je protein E7 spojeny se signalni a transmembranovou doménou
proteinu LAMP-1 a treti exprimoval gen E7/HA, kde byl E7 fazovan s¢astmi genu
pro hemaglutinin (HA) viru vakcinie. Flzni geny zgjistily rozdilnou bunécnou
lokalizaci proteinu E7. SIg/E7/LAMP je smérovdn do endosoméniho a
lyzozomaniho kompartmentu, coz zlepsuje jeho prezentaci prostrednictvim MHC
molekul 1. téidy (Wu et al., 1995). E7/HA jelokalizovan na bunécném povrchu.

Pro testovani buné¢né imunity jsme zavedli metody ELISPOT a fluorescencni
znaceni MHC-I tetramerem. Metodou ELISPOT jsme testovali produkci IFN-y, kterd
je znakem Th-1 a CTL odpovédi a produkci IL-4, ktery znati Th-2 odpovéd.
Splenocyty jsme kultivovali 6 dni in vitro v pitomnosti nebo nepritomnosti peptida
odvozenych od proteinu E7. Pouzili jsme minimadni CTL epitop E7;57
(RAHYNIVTF) a E744> (8Q, QAEPDRAHYNIVTF), ktery obsahuje epitopy pro T
(CD8" i CD4") i B lymfocyty. MHC-I tetramer H-2D"/E7g57) fluorescencné znaseny
phycoerythrinem jsme piipravili podle J.D. Altmana (Altman et a., 1996) ve
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spolupréci s NIH Tetramer Core Facility, Emory University v Atlanté (USA). Znacili
jsme jim rovnéz splenocyty kultivované 6 dni v pritomnosti nebo nepiitomnosti E7
peptida.

Zjidtili jsme, ze viry exprimujici E7 a Sig/E7/LAMP indukovay u mysi CTL
specifické pro E7 a produkci IFN-y a rovnéz jsme potvrdili zvyseni imunogenity E7
po fuzi scastmi genu LAMP-1. Naopak imunizace rVV-E7/HA nevyvolaa odpovéd’
CTL nebo Th-1 lymfocyta a vedlak indukci spise Th-2 polarizované odpovedi.

49



Publikace 2:

Adjuvant effect of dendritic cells transduced with recombinant vaccinia virus

expressing HPV16-E7 is inhibited by co-expression of 1L.12.

Mackova J, Kutinova L, Hainz P, Krystofova J, Sroller V, Otaha P, Gabriel P,

Nemeckova S.
Int J Oncol. 2004 Jun;24(6):1581-8

V této préci jsme sledovali imunogenitu rekombinantnich viri vakcinie kmene
Praha nebo MV A, které exprimovaly antigen E7 viru HPV-16 nebo koexprimovaly
E7 a Th-1 polarizatni cytokin IL-12. Zjitili jsme, ze replikujici se rekombinantni
virus vakcinie kmene Praha (klon P13) je imunogennéjsi nez vysoce atenuovany a
replikacné defektni virus MVA. Dée jsme zjigtili, ze exprese IL-12 ve dvojité
rekombinantnich virech inhibovala specifickou bunétnou imunitu namifenou proti
antigenu E7. Obdobny efekt jsme pozorovali i pti sledovani rastu nédora po ,, ¢elenzi®
nédorovymi buikami TC-1 mysi imunizovanych dendritickymi bunkami odvozenymi
z kostni dieng, které byly transdukovany dvojité rekombinantnim virem vakcinie
koexprimujicim SIg/E7/LAMP a IL-12. Exprese IL-12 zde zcela zrusila adjuvantni
efekt dendritickych bunék a ochranu pied rastem nadord.
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Publikace 3:

Enhancement of immunogenicity of HPV16 E7 oncogene by fusion with E. coli

beta-glucuronidase.

Smahel M, Pokorna D, MackovaJ, Vlasak J.
J Gene Med. 2004 Oct;6(10):1092-101

Zde jsme testovali vliv fuze antigenu E7 s-glukuronidézou E. coli (GUS) na
bunéénou imunitni odpovéd po vakcinaci DNA genovou pistoli. DNA vakcina
obsahovala mutovany gen E7 (E7GGG), ve kterém byly aminokyseliny D21, Co4, E2e
nahrazeny glycinem (Smahel et a., 200l1a). Zjistili jsme, ze E7 fuzovany s
B-glukuronidézou (E7GGG/GUS) je imunogennéjsi nez E7GGG i nez fuzni
SIg/E7TGGG/LAMP. Déle delece ¢asti genu GUS, kteravedlak eliminaci enzymatické
aktivity, neovlivnila imunogenitu E7GGG a rovnéz trojnasobné zvyseni poctu kopii
E7 v konstruktu E7GGG(3x)/GUS indukovanou specifickou CD8" bungénou imunitni
odpoved nezvysily.
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Publikace 4:

Combined immunization with DNA and transduced tumor cells expressing

mouse GM-CSF or IL-2.

Rittich S, Duskova M, Mackova J, Pokorna D, Jinoch P, Smahel M.
Oncol Rep. 2005 Feb;13(2):311-7

V této préci jsme zjistovali vliv riznych kombinaci DNA vakciny nesouci gen
SIg/ETGGG/LAMP podané prostiednictvim genové pistole a zivych bunénych
vakcin sekretujicich GM-CSF (buitky B9) nebo IL-2 (bunky 181) na bunéénou
imunitu. V porovnani simunizaci dvéma davkami bun&cné vakciny zvysilo pouziti
» prime-boost* schématu imunizace, kdy byla aplikovana prvni davka DNA vakciny a
druha davka bungené vakciny indukci specifické CD8" T-bungené imunitni odpovedi .
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Publikace 5:

Combined immunization with fusion genes of mutated E7 gene of human

papillomavirus type 16 did not enhance antitumor effect.

Pokorna D, MackovaJ, Duskova M, Rittich S, LudvikovaVV, Smahel M.
J Gene Med. 2005 Jun;7(6):696-707

Zde jsme porovnavali imunogenitu DNA vakcin nesoucich antigen E7 nebo
E7GGG fuzovany sproteinem teplotniho soku HSP70 (heat-shock protein 70), o
kterém je znamo, ze je schopen zvysit imunitni odpovéd’ k antigenu se kterym je
fazovan. Potvrdili jsme, Ze imunitni odpovéd indukovand geny E7 i E7GGG

fazovanymi s HSP70 je vyssi, nez po imunizaci jednoduchymi geny E7 nebo E7GGG.
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Publikace 6:

DNA vaccines based on chimeric potyvirus-like particles carrying HPV16 E7

peptide (aa 44-60).

Pokorna D, Cerovska N, Smahel M, Moravec T, Ludvikova V, Mackova J, Synkova
H, Duskova M, Hozak P, Veleminsky J.
Oncol Rep. 2005 Oct; 14(4):1045-53

V této préci jsme sledovali imunogenitu DNA vakcin nesoucich sekvenci
kodujici peptid E744.60 fUzovany s C-koncovou oblasti genu kédujiciho cely obalovy
protein (CP) rostlinného potyviru PVA (potato virus A) nebo jeho zkracenou formu
(CPdél), ktera postradala 5 aminokyselin na C-konci. Protein CP je schopen vytvéet
pseudopartikule (VLP), které by pozdgji mohly byt pouzity pro produkci E7
v rostlinéch a pro tvorbu rostlinnych vakcin. Zjistili jsme, ze imunizace mysi fuznimi
geny CP-E7(4-60) @ CPdel-E7(44-60) indukuje srovnatelnou CD8" T-buné&nou imunitni
odpoved’, kterdje mirn¢ vyssi nez po podani samotného celého E7, avsak je nizsi, nez
imunitni odpovéd” indukovana DNA vakcinou nesouci Sig/E7TGGG/LAMP.



2.2. Konstrukce a testovani vakcin na bazi CyaA

Publikace 7:

Prime/Boost Immunotherapy of HPV16-Induced Tumors With E7 Protein
Delivered By Bordetella Adenylate Cyclase and Modified Vaccinia Virus Ankara.

Mackova J, Stasikova J, Kutinova L, Masin J, Hainz P, Simsova M, Gabrid P,
Hamsikova E, Sebo P and Nemeckova S.
Cancer Immunol Immunother. 2006 Jan; 55(1):39-46

Toxin CyaA Bordetelly pertusis je schopen translokovat svou adenylét
cykldzovou domeénu pres membranu myeloidnich leukocyti  exprimujicich
CD11b/CD18 receptor (dendritické buiky) do cytoplazmy. V piipadé, ze je do této
domény vlozena heterologni sekvence, je schopen ji dopravit do bunék prezentujicich
antigen aindukovat imunitni odpoveéd:.

Vytvorili  jsme nekolik rekombinantnich toxoidi CyaA, které byly
detoxifikovany zrusenim cAMP syntetické aktivity po vlozeni dipeptidu mezi
aminokyseliny 188 a 189 CyaA. Konstrukty nesly v raznych pozicich kompletni
sekvenci E7 viru HPV-16 nebo pouze cytotoxicky epitop E749-57 (nepublikovano). Pro
tuto publikaci jsme vybrali ngjucinngjsi konstrukt, ktery mél kompletni sekvenci E7
vlozenou v aminokyselinové pozici 336 toxoidu CyaA (CyaA336/E7). Porovnavali
jsme ho s konstruktem CyaA1334/E7, ktery nesl kompletni sekvenci E7 v pozici
1334, tedy v hemolytické doméné CyaA, ktera neni translokovéana do buriky.

Zjistili jsme, ze toxoid CyaA336/E7 je na rozdil od CyaA1334/E7 schopen
indukovat bunéénou imunitni odpovéd’, kterd je Th-1 polarizované a chranit mysi pred
rastem TC-1 nadora v preventivnim i terapeutickém schématu usporadani. Dalsiho
Zlepseni imunizatnich inka bylo dosazeno po kombinovaném podéni vakciny
(,, prime-boost*) CyaA336/E7 a viru vakcinie MVA-SIgE7/LAMP. Kombinace prvni
davky CyaA336/E7 (,prime') a druhé davky MVA-SIFE7/LAMP (,boost")
indukovala ngjvyssi mnozstvi CTL a chranila 100% mysi pred rastem TC-1 nador.
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3. SOUHRNNA DISKUSE

Disertacni préce ,Vyvoj terapeutické vakciny proti nddorim vyvolanym
lidskym papilomavirem 16 — vliv modifikace antigenu E7 na bunécnou imunitni
odpovéd” byla vypracovana na mysim modelu C57BL/6. Tyto mysi maji haplotyp
H-2°. Pro tento haplotyp byly v proteinu E7 viru HPV-16 identifikovany Th i CTL
epitopy. Jako hlavni Th bunéény epitop byla popsana sekvence DRAHY NI (E74g54)
(Tindle et al., 1991) ajako CTL epitop byla zjisténa sekvence RAHYNIVTF (E74957)
(Feltkamp et al., 1993). Pro testy buné¢né imunity in vitro jsme pak pouzivai jednak
minimani  CTL  epitop E7,s5; a jednak peptid 8Q  (E7usep,
QAEPDRAHYNIVTFCCKCD), ktery krom¢ CTL epitopu obsahuje jesté Th a B
bunécny epitop (Tindle et al., 1991).

V prvni fazi jsme na nasem pracovisti zavedli metody pro testovani bunééné
imunity. Negjprve jsme v ramci 14-denni staze v laboratoii Dr. J. Lippolise a Dr. J.D.
Altmana (Tetramer Core Facility, Emory University, Atlanta, USA), ktera se
specidizuje na produkci MHC tetramert, vyprodukovali biotinylované MHC-I
monomery slozené z molekul H-2DP a peptidu E745; Tyto monomery jsme pak
prostiednictvim vazby k fluorescen¢né (R-phycoerythrin) zna¢enéemu streptavidinu
prevedli do formy tetramerd H-2D°/E7iss7, které jsou schopny stabilni vazby
k prislusnému specifickému CTL. Nasledn¢ jsme tyto tetramery zacali vyuzivat pro in
vitro detekci pritomnosti  E7,57 specifickych CTL v suspenzi  splenocytu
prostrednictvim prutokové cytometrie. Kromé nutné titrace tetrameru jsme museli
zjigtit ngjvhodnéjsi dobu pro odbér slezin, kterou jsme stanovili na 12-14 dni po
imunizaci. Rovnéz jsme zjistili, ze mnozstvi CTL v ¢erstvé izolovanych splenocytech
je ptilis nizké amuseli jsme proto kultivovat splenocyty in vitro v pfitomnosti peptidu
E74957, piicemz se n¢kolikanasobre zvysilo mnozstvi specifickych CTL. Bylo nutné
stanovit optimalni podminky kultivace. Ukazalo se, ze mnazeni specifickych CTL je
extrémné citlivé na koncentraci peptidu pritomného v médiu. Zjistili jsme, Ze prilis
vysoké davky peptidu inhibuji mnozeni CTL. Na rozdil od literaturou obvykle
doporu¢ované davky peptidu 1pug/ml jsme toto mnozstvi museli v nékterych
piipadech snizit az na 6,25 ng/ml. Optimani koncentrace pak zavisela na dané sarzi a
cistoté peptidu abylo ji nutné vzdy znovu zjistovat. Stejnou koncentraci peptidu jsme

pak pouzivali i pro test ELISPOT, kterym jsme zjistovali produkci IFN-y splenocyty.
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Délka kultivace byla pro oba testy stgng, tedy 6 dni. Po stimulaci splenocyti
peptidem 8Q jsme mohli sledovat produkci IFN-y jak cytotoxickymi T-lymfocyty, tak
Th-1 lymfocyty. Po stimulaci timto peptidem jsme rovnéz mohli sledovat produkci
IL-4, kterd je charakteristicka pro Th-2 typ odpovédi. Test ELISPOT je citlivéjsi nez
znaceni tetramerem nebot’ dokaze rozlisit jedinou bunku napi. z 500 000 bunék, kterd
produkuje dany cytokin. Proto jsme mohli tento test aplikovat i na cerstvé izolované
splenocyty a zjistovat tak frekvence specifickych lymfocyta pritomnych v danou
dobu v mysi. Ziskany vysledek pak nebyl ovlivnény naslednou 6-denni kultivaci
splenocyta in vitro. Ob¢é uvedené metody jsme standardizovali a zaai jsme je
pouzivat k vyhodnocovani buné¢né imunitni odpovédi proti riznym zptisobem
modifikovanému antigenu E7 viru HPV-16 po jeho podani mysim prostiednictvim
raznych typt vektori. Velikost bunééné imunitni odpovédi k antigenu E7 se tak
kromé& hodnoceni rastu modelovych nédori in vivo stala jednim z hlavnich ukazatel
Gcinnosti dané vakciny a dalezitou soucasti vsech publikaci, které tvori tuto disertatni
préci. Na publikacich 1-6 jsem se podilela provedenim a vyhodnocenim testi bunééné
imunity, v publikaci 7 jsem kromé toho také konstruovala vakciny na bazi toxoidu
CyaA.

Virus vakcinie

Vydedny efekt vakcinace je zavidy na riznych faktorech, zefména pak na typu
vakciny a zpasobu imunizace, dale pak na mnozstvi exprimovaného antigenu arovnéz na
jeho subcelulédrni lokalizaci. Bylo zjisténo, ze cilené smérovani antigenu do urcitého
bunééného kompartmentu maze znaéné ovlivnit jeho imunizatni schopnosti. Napr.
nasmérovani antigenu E7 do endosomalniho a lysosomaniho kompartmentu po fuzi E7
se signdni a transmembranovou sekvenci genu LAMP-1 podstatné zvysuje specifickou
odpoveéd k antigenu E7 (Ji et al., 1999).

V publikaci 1 jsme dsedovali ovlivréni imunogenity E7 po zméné jeho
buné¢né lokalizace z obvyklé jaderné na expresi na povrchu infikovanych bunék.
Zjistovai jsme bunénou imunitu indukovanou rekombinantnim virem vakcinie, ve
kterém byla vnitini ¢ast genu pro hemaglutinin (HA, mezi AK 64 a 275) nahrazena
kompletni sekvenci antigenu E7. Produktem pak byl fuzni gen E7-HA, exprimovany
pod hemaglutininovym pozdnim promotorem. E7-HA obsahova transmembranovou
sekvenci HA, kterd zgjistila zménu bunéeéné lokalizace E7 antigenu. Zjistili jsme, ze
zménou lokalizace E7 doslo i ke zméné typu indukované imunitni odpovedi. Zatimco

virus vakcinie exprimujici pouze antigen E7 vyvola slabou odpoved’ typu Th-1, tedy
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indukoval specifické CTL aprodukci IFN-y, virus nesouci fuzni protein E7-HA tento
typ odpovédi neindukoval a vyvolal spise odpovéd typu Th-2, charakterizovanou
produkci IL-4 a protilédtek, které vsak v pasobeni proti nadorovym buiiké&m nejsou
acinné. Pri nasmérovani antigenu E7 na bunécny povrch byla tedy buné¢na odpoveéd’
polarizovana smérem k Th-2 a vznik protinadorové odpovedi typu Th-1 byl potlaten.
Nel¢innost preventivni imunizace timto virem proti rastu nédort jsme pozorovali i in
vivo na mysim modelu, kdy jsme mysi po vakcinaci ¢elenzovali modelovymi
nadorovymi bunkami TC-1. Buiky TC-1, které po subkutdnnim podani vytvéreji
hmatné nadory, nam poskytl T.-C. Wu (Batimore, USA). Byly vytvoreny
transformaci primérnich plicnich bunék mysi C57BL/6 onkogeny E6/E7 viru HPV-16
aaktivovanym H-ras (Lin et al., 1996).

Dalsi faktor, ktery muze ovlivnit protinddorovou odpovéd’ a modifikovat tak
imunizacni schopnosti vakciny jsou cytokiny. Jednim znich by mohl byt IL-12.
IL-12 je zndm jako Th-1 polarizasni cytokin, ktery podporuje tvorbu CTL aTh-1 typu
odpovédi, coz sowasne potlacuje Th-2 odpoveéd’. Podpora tohoto typu odpovedi je
velmi dulezita pro protinadorovou odpoveéd:. 1L-12 také byl pro zvyseni protinaddorové
odpovédi v mnoha systémech pouzit. V publikaci 2 jsme podévai [1L-12
prostrednictvim dvojité rekombinantniho viru vakcinie, ktery koexprimoval IL-12
spolu se SIg/E7/LAMP a testovali jsme indukovanou cytotoxickou odpoveéd’ i in vivo
ochranu pred rastem nadora za pouziti model ovych nadorovych bunék TC-1 u mysi.
V nasem systému jsme vsak zjitili, ze koexpresi 1L-12 doslo k podstatnému snizeni
protinadorového efektu i E7 specifické CTL odpovédi, kterou vyvolava jednoduse
rekombinantni virus vakcinie nesouci jen SIig/E7/LAMP. Velmi dilezity je také vyber
vhodného kmene rVV. Pracovali jsme se dvéma ruznymi kmeny, jednak s klonem 13
kmene Praha a jednak sklonem 2 kmene MVA (modified vaccinia virus Ankara,
origindni kmen MV A poskytl Dr. W. Altenburger, Basilgj). Oba tyto kmeny se lisi
svymi  vlastnostmi a rovnéz i imunizacnimi schopnostmi. Kmen P13 je
imunogennéjsi, avsak také potencidné nebezpecnéjsi nebat’ se jedna o replikujici se
virus. Naproti tomu kmen MVA je vysoce oslabeny diky delecim vedoucim ke ztrété
cca 15% puavodniho genomu viru Ankara, neni schopen replikace v lidskych bunkéach
a je proto povazovan za bezpeiny vektor. Je viak také podstatné méné imunogenni.
To jsme také potvrdili v této préci, kdy byla imunogenita Sig/E7/LAMP neseného
oslabenym rVV kmene MVA, vyrazné snizena a protinadorova odpoved’ prakticky

nevznikala. V této publikaci jsme také pozorovali pozitivni vliv imunizace

58



dendritickymi bunkami (DC) transdukovanymi rVV. V porovnani simunizaci rvVV
exprimujicim Sig/E7/LAMP bylo po imunizaci DC infikovanymi stegnym rVV
dosazeno lepsiho protinddorového efektu, a to nejen u kmene P13, ae i u kmene
MVA, kde samotny virus protinddorovou odpovéd’ téméi neindukuje. Zajimavé je, ze
tento pozitivni vliv DC byl opét inhibovan koexpresi I1L-12 zrVV, ato i v piipadé
podani DC infikovanych smési rvv, kde byl podil
MVA-IL12-SIigJE7/ILAMP:MVA-SIg/E7/LAMP=1:100. Ur¢itym vysvétlenim snizené
imunogenity dvojité rekombinantniho rVV kmene P13 exprimujiciho Sig/E7/LAMP a
IL-12 by mohlo byt snizeni replikace tohoto viru in vivo. Rovnéz vysoka produkce
IL-12 z viru ziggmé vyvol&vé nespecifickou imunosupresi a je toxickd. Protinadorovy
Ucinek 1L-12 je pak spise schopen se projevit, je-li podan v terapeutickém schématu
imunizace, tedy az po ¢elenzi nadorovymi bunkami. V nasem piipadé, kdy jsme
podavali nédorové bunky az za 2 tydny po podani vakciny, vsak pieviadly
imunosupresivni Uc¢inky I1L-12 a projevila se omezena schopnost specifické imunizace
virem se snizenou replikaci.

DNA vakciny

Dalsim typem vakcin, které jsme testovali, byly DNA vakciny. Jedné se o
velmi dlibny typ vektoru, ktery se vyznacuje snadnou piipravou, vysokou stabilitou,
bezpecnosti a na rozdil od virovych vektordt moznosti podavani opakovanych davek.
Jgjich nevyhodou je pak mala ucinnost. Ta je zvysovana ruznymi zpasoby. Lze
naptiklad zvysit pocet davek vakciny, modifikovat schéma imunizace nebo zvysit
davku DNA vakciny. Z davodu zvyseni rizika mozného vzniku vedlgsich ucinka a
navyseni ceny takové &by se vsak spise hledgji jiné zpusoby. Velmi G¢inné je
naptiklad podéani kombinovanych vakcin, tzv. , prime-boost* zptsob imunizace, kdy
je stgny antigen podan prostiednictvim raznych vektora. Dae jsou pouzivany
metody, které usnadiuji vstup DNA do bunék. Ngiméné Ucinny zptsob podani je
intramuskularni  injekce nahé DNA. Byla proto vyvinuta fada fyzikalnich,
biochemickych a hiologickych metod, pomoci kterych je DNA dopravena do bun¢k
podstatné Ucinngji. Patii mezi né napi. elektroporace, ultrazvuk, laser,
hydrodynamicka metoda, pouziti genové pistole nebo doprava prostrednictvim
mikropartikuli, lipozdmi nebo virozomi. Dalsi strategie jsou pak zaméiené na
prodlouzeni nebo zvyseni exprese antigenu v cilovych tkanich. Toho je dosahovano
napt. volbou vhodnych regulacnich elementd v expresni kazeté plazmidu nebo
optimalizaci koddnu pro zvyseni Ucinnosti transdace. Dalsim dilezitym faktorem je
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zvyseni imunogennosti vakciny vedouci k lepsimu zpracovani antigenu a jeho
Gcinngj§i prezentaci bunkami prezentujicimi antigen. To lze ovlivnit modifikaci
antigenu (tvorba faznich geni, preskupenych gent, ptidani signani sekvence),
Upravou plazmidu napi. vhesenim CpG motivi nebo pouzitim vhodného adjuvans

V nasich pokusech byla DNA imunizace provadéna prostrednictvim genové
pistole. Pti tomto zpasobu podéni je DNA vnasena do cilovych bunék navézana na
castetky zlata, které jsou vstielovany pod tlakem helia do kiaze. Predpoklada se, ze
DNA je pak dopravena piimo do cytoplazmy nebo jadra bunék v epidermis, kde je
exprimovana. Zvysovani imunogennosti vakciny bylo dosahovano prostrednictvim
fiize antigenu E7 s dal§imi geny. VIiv podani fuznich genti na bunénou imunitu
jsme testovali v publikacich 3, 5 a 6. Jednim z testovanych gena byla 3-glukuronidaza
(GUS) E.coli. Vydedky jsme publikovali v publikaci 3. B-glukuronidéza E.coli se
obvykle pouziva jako reportérovy gen v experimentech s transgennimi rostlinami. Po
jeho fuzi s mutovanym antigenem E7GGG, ve kterém byly kviili snizeni onkogenniho
potencidu E7 a zruseni vazby k Rb proteinu aminokyseliny D21, Cos, E2s nahrazeny
glycinem (Smahel et al., 2001a), byl fuzni gen E7TGGG/GUS podan mysim ve forme
DNA vakciny. Porovnavali jsme jeho imunogenitu s E7GGG a se
SIgETGGG/LAMP, kde byl antigegn E7GGG fluzovan se sSigndni a
transmembranovou sekvenci genu LAMP-1. Zjistili jsme, ze E7 flzovany s
B-glukuronidédzou (E7GGG/GUS) je imunogennéjsi nez E7GGG i nez fuzni
SIg/E7TGGG/LAMP. Specifickou CD8" T-bunéénou imunitni odpoved’ pak jiz dae
nezvysila pritomnost 3 kopii E7TGGG v konstruktu E7TGGG(3x)/GUS. Fuze E7TGGG
s GUS m¢la primarné za cil zvysit jeho stabilitu pro budouci produkci v rostlinach.
Ukézalo se vsak, ze tato modifikace méla pozitivni vliv i na imunogenitu antigenu
v zivodisnych bunkéch. Zvysend imunogenita nesouvisela s enzymatickou aktivitou
GUS, protoze konstrukt sdeleci 77 AK v genu GUS (E7GGG.GUSdd)), ktera vedla
k eliminaci jeho enzymatické aktivity, neovlivnilaimunogenitu E7GGG. Za zvysenou
imunogenitu pak nebyla zigimé zodpoveédna ani zvysena mira exprese E7TGGG.GUS,
protoze ta byla pti nezménéné imunogenité u konstruktu E7GGG.GUSdel snizena
z prevézné jaderné na cytoplazmatickou a/nebo piitomnost pomocnych |, helper”

epitopu v GUS.
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Dalsim genem, jehoz vliv na zvyseni imunogenity antigenu E7 jsme testovali
v publikaci 5, byl protein teplotniho soku HSP70 (heat-shock protein 70). Pozitivni
vliv. HSP70 proteinu z bakterie Mycobacterium tuberculosis na zvyseni CD8'
T-bunééné imunitni odpovedi k antigenu E7 viru HPV-16 se kterym byl flzovéan a
podan ve formé DNA vakciny byl popsan v préci Chena a kolega (Chen et al.,
2000b). V publikaci 5 jsme porovnavali imunogenitu DNA vakcin nesoucich antigen
E7 nebo E7TGGG fuzovany s mysim HSP70.1. Zjistili jsme, ze i fuze genu E7 nebo
E7GGG smysim HSP70.1 podstatné zvysuje E7 specifickou CD8" T-bunéénou
imunitni odpovéd’ v porovnani s imunizaci jednoduchymi geny E7 nebo E7TGGG. To
Zznamena, ze za zvyseni imunogenity nejsou zodpovédné bakteriani sekvence HSP.
Také v tomto pripadé, stejné jako po fuzi ETGGG s GUS, doslo ke zmeéné bunééné
lokalizace E7 z prevazné jaderné na cytoplazmatickou. Pro zvyseni imunogenity byla
nutna imunizace faznim genem E7-HSP, protoze podéni kombinované vakciny
obsahujici HSP a E7 nebo E7GGG ji nezvysovalo. Fuzi rovr¢z doslo ke zvyseni miry
exprese a stability E7. Protein E7 je totiz sim o sob¢ velice nestabilni, jeho polocas
zivota v eukaryotickych bunkach je pii 37°C kratsi nez 30 minut (Park et a., 1993).

Jako posledni fuzni gen jsme v publikaci 6 testovali CP-E7, coz je kratky usek
genu E7 (E74.60) Obsahujici CTL i Th imunodominantni epitopy, spojeny
s C-koncovou oblasti genu kédujiciho obalovy protein (CP) rostlinného viru PVA
(potato virus A). PVA je RNA virus patiici mezi Potyviry. Zgjimavosti proteinu CP je
jeho schopnost uspoiadat se v buitkéch do podoby virovych pseudopartikuli (VLP).
Tyto pseudopartikule by pozdé&ji mohly byt pouzity pro produkci E7 v rostlinach a pro
tvorbu rostlinnych vakcin. Sekvence CP PV A byla pouzita cela nebo byla na C-konci
zkrécena o 5 aminokyselin (CPdel), kvili obavé z mozného poruseni tvorby VLP. To
se vsak pozdgji nepotvrdilo a obé formy vytvarely VLP v prokaryotickych i
eukaryotickych bunkéach. Fuzni geny byly podévany ve formé¢ DNA vakciny
prosttednictvim genové pistole. Zjistili jsme, Ze imunizace mysi faznimi geny
CP-E74.60 @ CPdel-E7,4.¢o indukovala srovnatelnou CD8" T-bun&&nou imunitni
odpoveéd. Tato odpoved byla mirné vyssi nez po podani DNA vakciny se samotnym
cel ym antigenem E7, kde se navic mohly uplatnit dalsi imunostimulacni sekvence.
Byla vsak podstatné nizsi nez imunitni odpovéd” indukovana DNA vakcinou nesouci
SIgETGGG/LAMP. Lokalizace CP antigenu v bunkach transfekovanych DNA
nesouci CP-E744-60 i CPdel-E7 4460 byla cytoplazmaticka.
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Na zavér muzeme testované geny podavané ve formé DNA vakcin sefadit
podle velikosti indukované CTL bunécéné odpovédi nasledovné: E7 < E7GGG,
CP-E7, Cpddl-E7 << SIg/E7/LAMP-1, SIg/ETGGG/LAMP-1 < ETHSP, ETGGGHSP
< E7GGG.GUS, ETGGG(3x)GUS.

Bunécné vakciny

V publikaci 4 jsme testovali bunéénou imunitu po kombinaci vakcinace DNA
vakcinou nesouci SIJE7TGGG/LAMP a zivych bunéénych vakcin produkujicich
imunostimula¢ni  cytokiny GM-CSF, ktery je nezbytny pro zréni a funkénost
dendritickych bun¢k nebo IL-2, coz je rastovy faktor T-lymfocyti. Pro imunizaci byly
pouzity zive bunééné vakciny B9 a 181, které byly odvozené od mysich bungk 1231A,
coz je sublinie nddorovych bunék MK 16/1/I11ABC, které byly odvozeny transformaci
onkogeny EG6/E7 viru HPV-16 a aktivovanym H-ras ledvinnych bunék z mysi
C57BL/6 (Smahdl et a., 2001b). Buriky B9 exprimovaly mysi GM-CSF a buiky 181
produkovaly IL-2. Linie B9 ani 181 nebyly v syngennich mysich onkogenni. V téo
préci byla pro zvyseni imunitni odpovédi pouzita kombinovana imunizace dvéma
raznymi vakcinami. Kromé bunéénych vakcin byly mysi té& imunizovany DNA
vakcinou nesouci Sig/E7TGGG/LAMP za pouziti genové pistole. Co se ty¢e hodnoceni
E7 cytotoxické imunitni odpovédi, v porovnani sjinymi zptsoby indukce specificke
imunity (DNA vakcinace, rVV, CyaA), které jsou predmétem této disertacni préce,
vsak byla imunita indukovana prostrednictvim bunéénych vakcin pomérné nizka. Lze
vsak fici, ze o néco lepsi vysledky byly dosazeny po podani bun¢k B9 nez 181.
V porovnani simunizaci dvéma davkami bunééné vakciny zvysilo pouziti
kombinovaného zpasobu imunizace, kdy byla aplikovana prvni ddvka DNA vakciny a
druha davka bun&ené vakciny indukci specifické CD8" T-bunééné imunity. Tato
imunita byla dide zvysena zkombinovanim bunééné vakciny s2. davkou DNA
vakciny. Dulezité je poznamenat, ze pouzivanymi testy bunééné imunity jsme byli
schopni detekovat pouze urcitou ¢ast odpoveédi, ktera je Gcinnd proti nadoram. Je
pravdépodobné, ze se v boji proti nadoram uplatiuji i jiné typy odpovédi vyvolané
bunéénymi vakcinami nebo odpovédi k jingm antigenim nebo k dalsim epitopam.
Rovnéz odpovéd u cerstvé izolovanych splenocyti, kdy detekujeme efektorovou
imunitu se nemusi presné shodovat sodpovédi splenocytia po kultivaci in vitro, kdy
piedpoklddame detekci pamétovych bunék a nemizeme vyloucit ani ovlivnéni

slozeni vysledné populacev dasledku kultivace.
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CyaA

O toxinu CyaA Bordetelly pertusis se pied ¢asem zatalo uvazovat jako O
mozném vektoru pii vyvoji imunoterapeutickych vakcin proti nadoraim. K této
myslence vedla jeho zaimavd vlastnost, totiz schopnost trandokovat cast své
molekuly pres membranu bunék prezentujicich antigen. Spolu s ¢asti rekombinantni
molekuly toxinu tak mize byt dopraven do cytoplazmy i cizorody polypeptid,
napiiklad vhodny nadorovy antigen, ktery je po zpracovani uvniti bunky vystaven ve
formé peptidu na bunééném povrchu. Bylo zjisténo, ze proti takto podanému antigenu
vznika CD4" i CD8" T-bungéna imunitni odpovéd’ a dochézi k regres modelovych
nadori. Byl vytvoren dokonce i konstrukt, ve kterém byly v riznych pozicich toxinu
vlozeny razné epitopy. Do pozice 108 CyaA byl viozen CD4 epitop proteinu
vazgjiciho maltézu MaEjp 114 ZE.coli a do pozice 336 byl viozen CD8 epitop
kuieciho ovalbuminu OV A2s7.264. In vitro bylo Zzjisténo, ze po vlozeni obou téchto
epitopu do ruznych pozic v jedné molekule CyaA je tato CyaA molekula dopravena
do obou drah MHC-I i MHC-II a to se stgjnou ucinnosti jako u jednoduchych
konstruktt a dochézi k indukci specifické CD4" i CD8" T-bun&&néimunitni odpovédi
(Schlecht et al., 2004).

Toxin CyaA je v laboratofi produkovan expresnim systémem v E.coli a pro
ucely tvorby vakcin byva genetickou ,, detoxifikaci” zbaven své enzymatické adenylat
cyklazové aktivity. Tento tzv. ,toxoid* CyaA jiz neni pro bunky nebezpecny, avsak
jeho transportni vlastnosti jsou zachovany. Rovnéz inzerce cizorodé sekvence do
nékterych pozic CyaA vede ke ztréte adenylét cyklazoveé aktivity. V publikaci 7 tomu
tak bylo u konstruktu CyaA336/E7, ktery mél kompletni sekvenci antigenu E7
vlozenou za glycin 335 v katalytické domén¢ CyaA. Imunizacni schopnosti tohoto
toxinu jsme porovnavali s CyaA1334/E7, u kterého byl E7 vlozen za glycin 1333,
tedy do hemolytické domény CyaA. Zjistili jsme, Ze po podani 2 dévek toxinu mysim
a nasledné c¢elenzi nadorovymi TC-1 bunkami je G¢inny toxin CyaA336/E7, po
kterém pouze 2/8 mysi vytvorily nador. Toxin CyaA1334/E7 byl stejné mao Gcinny
jako divoky typ toxinu a nador se vytvoril u 6/8 mysi. Tento fakt podporuje i zjisténi,
7e toxin CyaA1334/E7 neni schopen pronikat do dendritickych bunék a indukovat
cytotoxickou odpovéd’ proti antigenu E7, na rozdil od CyaA336/E7. Dédle jsme se
rozhodli vyzkouset terapeutické schéma imunizace. Zjistili jsme, ze pii podani 2
davek vakciny za 1 a 8 dni po injekci nadorovych bungk TC-1, je vakcina
CyaA336/E7 jeste Gcinngjsi, nez v preventivnim schématu imunizace. Maznym
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vysvétlenim by mohla byt aktivace dal sich bunéénych typa, které se mohou podilet na
likvidaci nadorovych bunék. K této aktivaci by mohlo dochazet prostiednictvim vazby
CyaA ke komplementovému receptoru typu 3 (CD11b/CD18), ktery se nachézi také
na NK buiikach nebo makrofézich. Opominout nelze ani moznou aktivaci makroféaga
prostrednictvim LPS, ktery se ve zbytkovém mnozstvi nachazi v preparacich CyaA
pouzivanych pro imunizace. Vylowcit nelze ani mozné negativni ovlivnéni bunécné
odpoveédi indukované druhou davkou vakciny prostiednictvim protilatek vzniklych po
prvni imunizaci pti preventivnim podani.

Déle jsme se rozhodli zvysit imunogenitu antigenu prostiednictvim podani
kombinovanych vakcin. Toxin CyaA336/E7 jsme proto zkombinovai svirem
vakcinie MVA-Sig/lE7/LAMP, ktery je po samostatném podani v nasem HPV modelu
velmi méo ucinny. Vylepseni specifické cytotoxické odpovedi in  vitro i
protinadorové odpoveédi in vivo jsme zaznamenali po podani kombinované vakciny
v poradi CyaA336/E7 (1. davka) a MVA-SIg/E7/LAMP (2. davka). Toto vylepseni
vzhledem k G¢inku dvou davek CyaA336/E7 se projevilo po podani vyssi davky
nadorovych bunék, kdy po 2 davkach CyaA336/E7 zastaly 2/8 mysi bez nadoru a po
podani kombinace CyaA336/E7 + MVA-SIg/E7/LAMP zustalo bez nadoru 100%
mysi. Tato préace, kterd je zékladem této disertacni prace, je vyznamna zefmeéna tim,
ze v ni bylo poprvé popsano pouziti CyaA jako vakciny proti papilomaviram. Dde
Vv ni bylo potvrzeno zvyseni imunogenity antigenu za pouziti pristupu, kdy je antigen
podan prostiednictvim dvou riznych typa vektori. Tato préace tedy vyznamné prispéla
k ziskani poznatkt dulezitych pro budouci praktické vyuziti CyaA jako vektoru

v protinadoroveé imunoterapii.

Vyvoj protinadorovych vakcin

Velkym problémem soucasnych protinadorovych vakcin pouzivanych pro
lidské pacienty je zeimeéna jgich nizka acinnost. Zjisténé pozitivni U¢inky na zvifecim
modelu se nemusgji projevit u lidského pacienta z mnoha divoda. Imunitni systém
pokusného zvitete je nedotceny faktory se kterymi se ¢lovek setkal v prabéhu zivota a
které mohly jeho imunitni systém riznym zpisobem ovlivnit. Terapeutickd vakcinaje
zvifatim obvykle podévana v dobg¢, kdy je jeich imunitni systém schopen se
s nddorovymi bunkami vyrovnat, tedy v kratsim ¢asovém intervalu nez v piipak jiz
rozvinutého nadorového onemocnéni ¢loveka. | v piipadé, kdy jsou jiz dosahovany
jisté vydedky v klinickych studiich je tieba mit na paméti, ze lidska populace je
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heterogenni v zastoupeni alel MHC antigent atudiz vakciny, které mohou byt alespon
casteéne Gcinné u lidi surgitym MHC profilem budou fungovat jinak u osob
sodlisnym typem MHC molekul. V tomto piipadé by bylo vhodné vyzkum
v budoucnu soustiedit na optimalizaci antigend vhodnych pro jednotlivé MHC
molekuly a vytvorit tak kazdému pacientovi vakcinu ,na miru“. To samozigmé
piedpokl&da nejen pouzivani levnych metod pro analyzu MHC molekul pacienta
v diagnostice, ale soucasné je treba vyvinout fadu novych metod pro rychlou analyzu
a vyhodnoceni nejlepsiho antigenu a nejvhodnéjsiho epitopu pro pacienta sdanym
MHC profilem. V soucasné dob¢ vsak tento pristup neni mozny a vyzkum se tak
soustiedi spise na podavani komplexnich vakcin ve formé proteint nebo bunek, které
obsahuji fady epitopi vhodnych pro rizné MHC aely.

Kromé vyvolani sIné protinddorové imunity je dalsim cilem imunoterapie
zabranit rozvoji nadorové tolerance. Vlastni mechanismy protinadorové odpoveédi jsou
nesmirné komplexni a dozity proces ak Uplnému rozlusténi jeho fungovani v lidském
téle bude zapotiebi ziskat jesté velmi mnoho poznatki. Je tieba se zamérit na
odhalovani regulacnich mechanismi imunity, které nejsou dosud zcela objasnéné,
avsak pro spravné fungovéani imunitniho systému jsou nezbytné nebot’ kazda vychylka
z rovnhovahy muze vyvolat kaskadu reakci, které mohou Ustit v nespravnou funkci
imunity. Je treba dopodrobna prozkoumat mechanismy obrany organismu pied
nadorovymi bunkami a odhalit co tyto mechanismy ovliviiuje. Je velmi dilezité
poznat jakym zptasobem unikaji néddorové burky imunitnimu dozoru a zda je mozné
tento imunitni dozor obnovit.

Je tieba fici, ze i kdyz dosavadni klinické vysledky dosazené pri testovéani
protinddorovych vakcin zatim nebyly stoprocentné Ucinné a zézratna vakcina je
prozatim v nedohlednu, naznacuji vysledky preklinickych studii na modelovych

zvitatech nadgji pro budouci vyvoj imunoterapie.
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4. ZAVER

1. ZKkonstruovali jsme vakciny proti antigenu E7 lidského papilomaviru 16 na
bazi adenylat cyklazového toxinu CyaA z bakterie Bordetella pertusis.
Do ruznych pozic geneticky detoxifikované varianty toxoidu CyaA jsme
vkladali kompletni sekvenci antigenu E7 viru HPV-16 nebo
cytotoxicky epitop E7,957.

2.  Zavedli jsme metody pro testovani bunécné imunitni odpovédi u mysi.

Zjistovali jsme mnozstvi bunék specifickych pro antigen, které po
restimulaci peptidem in vitro produkuji IFN-y (CTL, Th-1 odpovéd)
nebo IL-4 (Th-2 odpoveéd) metodou ELISPOT (Enzyme-Linked
ImmunoSPOT assay). ELISPOT jsme provadéli z cerstvé izolovanych
splenocytt  stimulovanych peptidem 20 hodin nebo ze splenocyti
kultivovanych arestimulovanych 6 dni in vitro.

Zjistovali jsme mnozstvi CD8" T-bunek specifickych pro peptid E7.q.5;
viru HPV-16 metodou fluorescenéniho znaceni lymfocytt molekulou
MHC-I tetrameru.

3.  Testovali jsme bunéénou imunitni odpovéd’ u mysi po imunizaci riznymi
typy vakein proti antigenu E7 viru HPV-16.
Metodami ELISPOT a znaceni MHC-| tetramerem jsme testovali vakciny
zalozené na raznych typech vektora: virus vakcinie kmena WR, P13
(publikace 1, 2) a MVA (publikace 2, 7), DNA (publikace 3, 4, 5, 6),
bunééné vakciny (publikace 4) a CyaA (publikace 7).
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