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Abstrakt

Onkolytické viry nabizeji novy zpusob lécby nadoru. Maji schopnost indukovat lyzu
nadorovych bunék pomoci své replikace. Vyhodou pouziti onkolytickych vird je amplifikace
pocatecni davky diky jejich replikaci v nadorovych buiikach. Dilezitd je bezpecnost
viroterapie, piedev§im specifita viri k nadorovym buiikam. Té je moZno dosdhnout vice
cestami. Pomoci genového inZenyrstvi je mozné zvysit onkolyticky potencidl mnoha
konkrétnich viri, mezi néz patii i néktefi zastupci poxviri. Poxviry skytaji urité vyhody,
napiiklad umoziiuji vyuziti systémové terapie. Nékteré onkolytické viry se nachazeji v 1. a Il
fazi klinickych studii. UZelem této prace je shrnuti hlavnich dosud zndmych faktd o
onkolytickych virech, o konkrétnim vyuziti vird v boji proti nddorim, o jejich specifickém
pusobeni a v neposledni fadé o hlavnich problémech spojenych s viroterapii. V zavéru prace

je pozornost vénovana konkrétnim onkolytickym poxvirim.

Kli¢ova slova: onkolytické viry, poxviry, protinddorova terapie, viroterapie, nador

Abstract

Oncolytic viruses offer a new approach in cancer therapy. They are capable of inducing lysis
of cancer cells through their replication process. The advantage of using oncolytic viruses in
cancer therapy is their replication in cancer cells and therefore amplification of initial dose.
Safety of virotherapy is very important, especially with the respect to viral specifity for cancer
cells. This may be achieved by different ways. Through the use of genetic engineering is
possible to enhance the oncolytic potential of many specific viruses. Some of them belong to
poxvirus family. Poxviruses have some advantages over other oncolytic viruses, e.g. they can
be used in systemic therapy. Some oncolytic viruses are in phase I. or II. of clinical testing.
The purpose of this work is to summarize the main facts known to date about oncolytic
viruses, different use of viruses in fight against cancer, their specifity and not at least show
main problems with virotherapy. Finally, the work is focused on the specific oncolytic

poxviruses.
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1. Uvod

Nédory jsou dilezitym zdravotnim problémem, ktery trapi cely svét. Jednou z moZnosti lécby
nadord je genova terapie, jejiz soucasti je také onkolytickd viroterapie. Tento zpisob léby
nadord miZze byt ucinny piedev§im v kombinaci s jinymi, konvenénimi zpusoby terapie jako
jsou chemoterapie a radioterapie (Ries a Brandts, 2004). Onkolytické viry maji schopnost
indukovat lyzu i malignich bunék pomoci své replikace (Nemunaitis, 1999). Nékteré viry si
vybiraji jako hostitelské bunky radéji nddorové buriky nez buriky normdlnich tkéni proto, ze
maligni bunky maji specifické genetické a fyziologické rysy. Napi. diky mutacim ziskaly
nadorové buiky selektivni vyhody ristu. Zarovefi maji malo intraceluldrnich obrannych
mechanismi, maji snizenou antivirovou odpovéd’ zpisobenou selhanim kritickych komponent
interferonového obranného systému. Maligni buiiky mohou mit vys$§i expresi virovych
receptoru neZ normalni buriky a jsou tedy vnimavéjsi k infekci. Tento terén je proto vyhodny

pro replikaci mnoha vira (Védhd- Koskela et al., 2007).

2. Historie onkolytickych vira

Jiz vice nez 200 let se vyuziva replikujicich se viru jako zivych vakcin. Asi nejznaméjsim
ptikladem a dulezitym historickym milnikem je eradikace pravych nestovic. Zasadil se o ni
Edward Jenner, ktery roku 1796 inokuloval 13- ti letému chlapci virus vakcinie. Virus ziskal
od Zeny, ktera byla infikovana kravskymi neStovicemi. O rok pozdéji byl chlapci podéan virus
pravych neStovic a chlapec neonemocnél. V prubéhu let bylo ockovéno proti pravym
nestovicim nékolik milion lidi a postupné doslo k eradikaci pravych nestovic (Nemunaitis,
1999).

Na zacétku 20. stoleti bylo rozpoznano, Ze viry mohou hrat ddlezitou roli pfi ni¢eni nadord.
PotlaCeni nadori se dafilo pfedev§im u imunosuprimovanych osob, kde nedochazelo
k likvidaci virG imunitnim systémem. Problémem se vSak ukazala infekce i normalnich tkani
(Kelly a Russell, 2007). V roce 1922 bylo objeveno, Ze virus vakcinie miZe inhibovat nadory
v mySich a krysach, coz je povazovano za prvni dikaz schopnosti vird potlacovat nadory
(Russell, 1994). Béhem 50- tych a 60- tych let 20. stoleti bylo nékolik dalSich vira
experimentalné testovano. Napiiklad virus vztekliny byl pouzit k lécbé 30 pacienti
s melanomem, osm z nich vykazovalo ustup nadoru (Bousser a Zittoun, 1965; citovano v

Vihi- Koskela et al., 2007).



Béhem 70- tych let 20. stoleti mnoho védcu opustilo toto pole badani z divodu mnoha
omezeni pro aplikaci terapie pomoci onkolytickych virii a s tim souvisejictho neuspéchu pri
lécbeé (Kelly a Russell, 2007).

Ale o par let pozdeéji, v 90- tych letech 20. stoleti, kdy se rozvijelo genové inZenyrstvi, tato
problematika védce opét upoutala (Russell a Peng, 2007). V Dalsich letech byly testovany i
jiné viry jako adenoviry, flaviviry (Egypt 101), paramyxoviry (virus pfiusnic), adenoviry
(ONYX-015), virus Newcastelské choroby kurat (Newcastle disease virus), virus chiipky
nebo virus vakcinie (Nemunaitis, 1999). Prvni souhlas pro trzni vyuziti onkolytického viru
(adenoviru H101 typu 5 obsahujici deleci v genech E1B- 55 KD a E3) byl udélen v roce 2005
v Ciné. Virus H101 je pouzivan v kombinaci s chemoterapii k 16&bé nadorti hlavy a krku.

Neékteré dalsi onkolytické viry jsou nyni v I. a II. fazi klinickych studii (Russell a Peng, 2007).



3. Mechanismy protinadorové ucinnosti

Puasobeni onkolytickych vird je jednou z cest genové terapie nadori. Dal$imi cestami genové
terapie jsou naptiklad inserce nadorové supresorovych geni pro kontrolu bunééného ristu do
genomu nadorovych bunék, indukce apoptozy piesunem geni nebo stimulace imunitniho

systému (Walther et al., 2007). Znazornéno na obrazku 1.
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Obrazek 1: Strategie pouzivané v genové terapii nadoru. Jednou z moZznosti genové terapie

nadoru je pusobeni onkolytickych vira. Pfevzato z Walther ez al. (2007).

Zpisoby lécby nadord pomoci viri mizeme rozdélit do dvou hlavnich skupin. Viry mohou
byt pouzity jako nastroje pro dopravu riznych terapeutickych latek a gend. K tomu se

vyuzivaji viry, které jsou defektni ve své replikaci.



Druhou skupinu tvofi replikacné kompetentni viry, které mohou byt geneticky upraveny tak,
aby lépe dosahly nadorové specifické replikace a nasledné zniCeni nadoru. Znazornéno na
obrazku 2. Samotna replikace zvySuje pocatecni davku a pomaha rozsifit viry i do sousednich

nadorovych bunék (Biederer et al., 2002).
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Obrazek 2: Moznosti vyuziti viri v nddorové terapii. Viry pouzivané v nadorové terapii
rozliSujeme dvojiho typu. Jednim typem jsou viry defektni ve své replikaci, které se vyuzivaji
pro dopravu ruznych terapeutickych latek a genti do organizmu, napiiklad prekurzoru lé¢iv &i
apoptotickych geni. Druhym typem jsou replikacné kompetetni viry, které mohou byt
upraveny ve prospéch své nadoroveé specifické replikace, napiiklad deleci nékterych virovych
gent i vloZzenim nadorové nebo tkanové specifickych regulatori fidicich esencialni virové

geny. Pievzato z Biederer et al. (2002).

3.1 Aktivace protinadorové imunity

Chemoterapie nebo radioterapie ¢asto zpiisobuje utlumeni imunitni odpovédi a tedy i sniZeni
imunitni kontroly buné¢ného cyklu. Naproti tomu vniknuti onkolytického viru do organizmu
a jeho replikace v nadorovych burikdch miZze vyvolat uvolnéni nddorovych antigeni bez
utlumeni imunity hostitele. Lé¢ba nadori pomoci viri tedy aktivuje protinddorovou imunitu
(Tagawa et al., 2006). Konkrétné mize byt nadorové specificka imunita stimulovana produkci
TAA (tumorové asociovanych antigenil) v nadorovych buikach nebo v jinych burikach.
Druhy zplsob stimulace nadorové specifické imunitni odpovédi vede pies opsonizaci

nadorovych bunék protilatkami produkovanymi virovymi vektory.



Tretim zpusobem je lep$i rozpoznavani naddorovych bunék T burikami nebo dendritickymi
buitkami, ¢emuZ by napomahaly viry kdédujici imunostimulacni cytokiny. (Vahéd- Koskela et
al., 2007).

Tagawa et al. (2006) ve své studii ukazali, Ze zniCeni nddoru onkolytickym adenovirem,
nasledné uvolnéni nadorovych antigend, stimulace dendritickych bunék pomoci Fas ligandu a
CD40 ligandu a sekrece cytokinu z rodiny interleukinu 12, znamené zvySeni protinddorovych
efekti. Tato kombinace strategii by mohla byt U¢innou protinddorovou terapii. Zjistili, ze
pokud stimulovali expresi proteinu Fas na dendritickych burikdch s Fas ligandem, nedoSlo
k apoptoze dendritickych bunék. Zato doSlo ke zvySeni antigen presentujici funkce. Takeé
prokazali, ze se z aktivovanych dendritickych bunék uvoliiuje interleukin 12, ktery mize
navodit systémovou protinddorovou imunitu.

Také produkci jinych cytokini, napt. TNF- a (tumor necrosis factor — a), mohou nékteré viry

stimulovat (Biederer et al., 2002).

3.2 Exprese toxickych proteina

Nékteré viry mohou béhem své replikace exprimovat proteiny, které jsou toxické pro
nadorové burky, napf. E3 11.6- kDa protein nebo E4ORF4 protein, oba proteiny produkuji
adenoviry (Mullen et al., 2002). Jinym piikladem muze byt protein apoptin kodovany VP3
genem viru anémie kurat, ktery neni toxicky pro normalni buiiky, ale pro nadorové ano
(Maddika et al., 2006). Apoptin je také schopen exprimovat onkolyticky rekombinantni
parvovirus, do kterého je vilozen gen kddujici apoptin. Tento rekombinantni parvovirus znici i
takovy nador, ktery je rezistentni ke standardnimu parvoviru (wild- type). K uspésnému
zni¢eni nddoru autonomnim parvovirem napomaha jeho piirozeny onkolyticky potencil

(Olijslagers et al., 2001).

3.3 Ptirozeny onkolyticky potencial

V neposledni fadé¢ maji nekteré viry pfirozenou schopnost byt nadorové selektivni, napf.
reoviry, virus Newecastelské choroby kufat (Newcastle- disease virus), virus vesikularni
stomatitidy (VSV) a autonomni parvoviry. Napi. syntéza reovirovych proteini je omezena
fosforylaci a tedy aktivaci PKR (,,double- stranded RNA- activated protein kinas), ktera se
spousti pfitomnosti Casnych virovych transkripti v burice. V nadorovych burikach je Casto
zvySen stupeii aktivity proteinu Ras a bylo zjisténo, Ze aktivace PKR mlize byt zablokovana
prvky hostitelské Ras signalni drahy. Virova replikace v nadorovych burikach, na rozdil od
normalnich bunék, tedy muze probihat (Ries a Brandts, 2004; Strong et al., 1998).



3.4 ,,Cross- protekce* mezi virovymi epitopy a nadorem

Mastrangelo et al. (2000) zjistili, Ze vakcinace proti chiipce snizuje riziko rozvoje melanomu.
Kolmel er al. (2005) ukazali, Ze stejné pusobi i vakcinace vakcinii. Vyzkumnici zde zvazuji
roli ,,cross- protekce* mezi virovymi epitopy a nadorem, coZ znamend, zZe pfitomnost urcitého

virového epitopu v organizmu udélila hostiteli ochranu pfed vznikem urcitého nadoru.

4. Specifické pusobeni onkolytickych viru

Mechanismy, které vyuZzivaji onkolytické viry pro svou selektivni replikaci v nadorovych
burikdch lze v zasadé rozdélit do Ctyi kategorii (obr. 3). Jednd se o transkrip¢ni, translacni,

transduk¢ni a anti-apoptoticky mechanismus (Russell a Peng, 2007).

4.1 Transkrip¢éni mechanismus

Jednim ze zplsobl jak omezit virovou replikaci pouze na nadorové buriky je rozmisténi
tkanové nebo nadorové specifickych promotorti pfed virové geny, které jsou nezbytné pro
virovou replikaci (obr. 3a). Tohoto zpusobu zvySeni onkolytického potencidlu se vyuZziva u
adenovirt, herpes viri a retroviri (Russell a Peng, 2007). Nejvice proslavené jsou v této
oblasti adenoviry, konkrétné adenovirus CN706. V tomto viru byl gen E1A, ktery je kriticky
pro virovou replikaci, pod kontrolou enhanceru/promotoru prostatického specifického
antigenu. Tento mutant se predné replikoval ve tkanich, kde byl vysoky stupeii exprese
prostatického specifického antigenu, tedy v nadorovych burikach prostaty (Rodriguez et al.,
1997).

4.2 Transla¢ni mechanismus

Pokud se dostane virus do organizmu, vyvola protivirovou imunitni odpovéd. Tou je vét§inou
produkce interferont, které navozuji protivirovy stav. Usp&$né viry ale vétsinou tuto odpovéd
inhibuji. V nadorovych burkach jsou casto poruchy v interferonové obrané. Pokud se do
normélnich zdravych bunék dostane virus, ktery je mutovan tak, Ze nedokdze potlacit
interferonovou odpovéd hostitele, uvolnény interferon z infikovanych bunék signalizuje
sousednim burikdm, aby snizily hladinu proteosyntézy, coz zabrani replikaci viru. Translacni
mechanismus Gc¢inku onkolytickych viri (obr. 3b) je zalozen na faktu, Ze nadorové burnky
zastavaji k viru vnimavé i pres pusobeni interferonu, protoze maji poruchy v interferonovych
signalnich drahach. Konkrétnim pfikladem mize byt virus vesikuldrni stomatitidy. Virem

kodovany M (matrix) protein inhibuje syntézu a uvoliiovani interferonu.
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Proto tedy VSV mutovany v genu pro M protein neni schopen potlaCovat interferonovou
odpovéd organizmu. Takto mutovany virus se replikuje pouze v naddorovych bunkach
(Russell a Peng, 2007; Barber, 2005; Stojdl et al., 2000).

Jiny piiklad translaéniho mechanismu ukazali Gromeier et al. (2000). Virus détské obrny u
1-2% nakazenych osob vyvoldva neurologické komplikace. Tato neuropathogenicita viru
détské obrny zavisi na bunécné specifickém IRES (internal ribosome entry site) elementu, coz
je cast 5’ netranslatované oblasti m RNA, ktera je schopna iniciace translace nezévisle na 5'
cepicce. IRES elementy koduji bunécné specifickd omezeni vedouci k virovému mnozeni.
Pokud vymeénili IRES elementy z viru détské obrny s IRES elementy z lidského rhinoviru
typu 2, tak se tato chiméra (PV1, RIPO) velice Spatné mnozila v neuronech. Zato v gliomu se
PV1 (RIPO) chiméry mnozily dobfe. Vnimavost gliomovych bunék k chiméie PV1 (RIPO) je

pravdépodobné zpusobena expresi receptoru viru détské obrny, CD 155, na povrchu gliomd.

4.3 Transduk¢ni mechanismus

Transduk¢ni mechanismus specifického pasobeni onkolytickych viri vyuziva schopnosti vira
vstupovat pouze do naddorovych bunék (obr. 3d). V nékterych piipadech se virové vazebné
proteiny pfichycuji pfednostné na receptory, které jsou pfedevS§im na povrSich nadorovych
bunék. Druhou moZnosti je umoznéni vstupu viru do buriky pouze pokud je virus vystaven
¢innosti proteédz, které se vyskytuji Casto v mikroprostiedi nddorovych bunék. Této specifity
dosahneme modifikaci virovych obalovych proteini. Takto mutované viry jsou méné toxické
pro normalni burky, protoZe se na né nemohou pfichytit a infikovat je (Russell a Peng, 2007;
Ries a Brandts, 2004).

Russell et al., 1993 ukézali, Zze lze fizovat gen kddujici jednotfetézcovou protilatku s genem
kddujicim virovy obalovy protein retroviru a tim udélit retroviru predvidatelnou vazebnou
specifitu. Springfeld et al., 2006 popsali, Ze virus spalnicek miZze byt aktivovan proteazami
produkovanymi nadorovymi burkami (,matrix metalloproteinases®), konkrétné proteazy
aktivuji obalovy fuzogenni protein (F) viru spalnicek. Do F proteinu mezi Fl1 a F2 oblast
vlozili sekvenci tfi aminokyselin, které jsou citlivé k proteazam. V neposledni fadé Tseng

et al., 2004 prokazali, Ze vhodnym adeptem na onkolyticky virus je Sinbis virus, ktery se vaze
na 67- kDa vysoko afinitni lamininovy receptor (,high- afinity laminin receptor, LAMR),
ktery se Casto vyskytuje na povrSich nadorovych bunék. VétSina LAMR receptoru na
nadorovych burikéch, na rozdil od normalnich bunék, neni obsazena lamininem. Tim padem

se Sinbis virus pfednostné vaze na nadorové buriky.

11



Transduk¢ni mechanismus byvéa v jiné literatufe oznacovéan také jako bunétny mechanismus

(Ries a Brandts, 2004).

4.4 Anti- apoptoticky mechanismus

Dulezitou soucasti replikaéni strategie mnohych virii je jejich schopnost zabrafiovat v ramci
protivirové bunécné obrany apoptdze infikovanych bunék.

Proto je moZzno upravit onkolyticky virus tak, aby byly vyfazeny virové antiapoptotické
proteiny (obr. 3c). Tim padem normalni infikované bunky podstoupi apoptézu jesté drive, nez
se vni virus sta¢i pomnozit. Nadorové buiky maji ¢asto poSkozené signalni drahy vedouci
k apoptdze, proto se virus rozsiii pouze v téchto bunikach. Nadorové buiky maji nedostatky
v kontrole buné¢ného cyklu zplisobené mutacemi v proteinech p53 nebo pRb, které jsou
oznacovany jako onkosupresory (Ries a Brandts, 2004; Mullen et al., 2002; Biederer et al.,
2002; Russell a Peng, 2007).

Pravdépodobné nejvice studované viry v této oblasti jsou adenoviry, konkrétné ONYX- 015,
ktery je mutovan v E1B genu, ktery koduje 55 kDa protein, ktery se vaze na p53 a tim ho
inaktivuje a burika nepodstoupi apoptdzu nebo zastaveni bunééného cyklu, virova replikace
tedy mize probéhnout. Replikace viru ONYX- 015 v normélnich burikdch je tedy vyrazné
utlumena. ONYX- 015 se pak pfednostné replikuje v nddorovych burikéch, které maji Casto
poruSenu funkci p53. Vyskytla se ale jedna prekazka, bylo zjisténo, ze ONYX- 015 se
replikuje i v nddorovych burikach, které nemaji porusenu funkci p53. Tento jev byl vysvétlen
objevem proteinu pl4ARF, ktery funk¢né stabilizuje p53. Pokud nadorové buriky, které
obsahovaly funk¢ni p53, ztratily pl4ARF, ONYX- 015 se vnich také dobie replikoval
(Mullen et al., 2002).
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Obrazek 3: Specifické pisobeni onkolytickych vird. (a) Transkripcni mechanismus. Umisténi
virovych genid nezbytnych pro virovou replikaci pod kontrolu nadorové ¢&i tkarové
specifickych promotord. Toto je mozné pouze u DNA virti (kromé poxvirti) a retroviru.

(b) Translacni mechanismus. Virus je upraveny tak, Ze nedokdze potlacit interferonovou
odpovéd’ hostitele, ktera v normalnich burikach navozuje protivirovy stav. Nadorové buiky
maji ¢asto poruchy v interferonovych signalnich drahach, proto je virus upfednostni. (c) Anti-
apoptoticky mechanismus. Virus je modifikovan tak, Ze jsou vyfazeny antiapoptotické
proteiny, které zabrani normalnim infikovanym burnikdm, vramci protivirové obrany,
podstoupit apoptdzu.Virus se tedy rozsifi pouze v nadorovych buiikach, které maji poskozené
signalni drahy vedouci k apoptéze. (d) Transdukcni mechanismus. Viry vstupuji prednostné
do nadorovych bunék diky specifickym receptorim. Této specifity miZeme dosidhnout

modifikaci virovych obalovych proteint. Pfevzato z Russell a Peng (2007).
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5. Problémy spojené s viroterapii

5.1 Zpusoby podani viru a jeho Sifeni do nadorovych bunék

Zakladni dv€ moznosti podani viru jsou intravendzni (i. v.) a intranadorovy zptisob (Demers
et al., 2003) 1. v. podani m4 své nevyhody v podobé zachyceni viru imunitnim systémem
(blize diskutovano v kapitole 5.2). Prekazku systémového podani viru predstavuje také
pohlceni vétSiny virovych ¢astic jatry (obr. 4). Nékteré virové partikule v§ak tomuto organu
uniknou a §ifi se krvi (Parato et al., 2005). K nadoru se viry dostanou extravazaci, coz je unik
tekutiny mimo cévni feciSté do okolni tkané. Extravazaci ovliviiuji dva faktory, propustnost
nadorovych cév a velikost virové ¢astice. Cim je propustnost cév vétsi a &im je velikost virové
Castice mensi, tim lépe virus prochazi sténami cév. Vétsi propustnost cév je pravdépodobné
na okraji nddoru. Propustnost cév muzZeme zvySit mistni expresi cévniho endotelidlniho
rustového faktoru. Dalsi zpusob napomahajici extravazaci je upraveni vazebnych proteini
vira tak, aby byly specifické k receptorim exprimovanym na endoteliich nadorovych cév
(Russell a Peng, 2007).

Demers et al., 2003 prokazali, ze ke stejné inhibici nadorového bujeni je v pripadé
intranadorového zpusobu podani onkolytického adenoviru potieba tisickrat mensi pocatedni
davka nez pfi intravendznim zpusobu podani viru.

Bilbao et al., 2000 studovali ucinnost 1écby nadoru jater adenovirovymi vektory a zjistili, ze
existuje fyzickad bariéra mezi krvi a nddorovymi buiikami. Pokud tedy vpravili adenovirovy
vektor do organizmu intravaskularné, nedosahli Gspé$né 1é¢by nadoru. Tloustka a
neprostupnost bariéry se zvySovala srustem nadoru. Pokud vpravili do organizmu
intraarteridlné vasoaktivni latky jako histamin nebo angiotensin II, je§té¢ predtim nez do
oragismu vpravili adenovirovy vektor, zvysil se pienos vektoru z krve do nddoru. Pomoci
vasoaktivnich latek tedy lze zmenSit nékteré bariéry, ale podafilo se to spiSe u menSich
nadord. Velmi tedy zalezi také na morfologii nadoru. Na druhé strané vasoaktivni latky
mohou zvysit riziko uniknuti nadoru.

Usnadnit proniknuti viru do nddoru muzeme také podanim proteolytickych enzymui jako
kolagenazy nebo hyaloruniddzy, které pozméni extracelularni matrix okolo nadorovych bunék
(Véha- Koskela et al., 2007). Fyzickou bariérou mize byt také nekroticka tkan uvnitf
infikovaného nadoru (Ries a Brandts, 2004) nebo tlak tekutiny obklopujici burky pfi

piekonavani endotelu cév (obr. 4) (Parato et al., 2005).
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Vihi- Koskela et al.(2007) poukazali na 3 hlavni zavéry, co se tyCe fyzickych bariér v podani
a Sifeni viru. Za prvé, viry, které se §iii v organizmu cévnim systémem, musi pfekonat endotel
cév a dalsi vrstvy oddélujici endotel od nadorovych bun€k. Za druhé, pasivni bariéru tvori
také hostitelskd pojivova tkan zahrnujici bazalni membrdnu a extraceluldrni matrix
nadorovych bunék (obr. 4). Za tfeti, ifeni viru uvnitf nddoru nebude dostatecné, pokud se
virus aplikuje intranadorové pouze jednou nebo bude aplikovén na vzdalené misto. Uginnéjsi
je vicenasobné davkovani nebo podani vasodilatacnich latek. Efektivitu podéani a Sifeni viru
tedy ovliviiuje predevsim velikost nadoru, ale také umisténi nddoru v organizmu.

Pokud se v pfipadé intranadorového zplisobu podani viru aplikuje virus pouze na okraj
nadoru, vysledkem je inik nadoru. Infekce musi projit skrz cely nador (Vile et al., 2002).
Zajimava je nova technologie podani viru, tzv. CED (convection- enhanced delivery), které se
vyuziva také k dodani léki do mozku. CED spociva v podani léku nebo viru skrze malé
plastikové cévky. Mohou tak byt podany i latky, které jsou pro organizmus jinak prili§ toxické
nebo které nemohou prochézet skrz bariéry mezi krvi a mozkem (Ries a Brandts, 2004).
Kinetika §ifeni viru v nddoru zavisi na typu viru. Lytické viry uvolni své potomstvo v jednom
velkém ,,vybuchu“, naopak nelytické viry jsou plynule uvoliiovany z zivych bunék. Také
zalezi na schopnosti virového potomstva difundovat z mista vzniku ke vzdalenéjSim burikdm
nadoru. Sifeni viru kontroluje in vivo imunitni systém hostitele (Russell, 1994).

Aplikovat virus muzeme tedy mnoha cestami- intravenozné, intraarterialné, intraperitoneélné,
intranadoroveé, intralymfacytarné nebo pomoci CED. Kazdy zplGsob podani viru ma své

vyhody a nevyhody (Varghese a Rabkin, 2002).

5.2 Imunitni odpovéd’ hostitele

Protivirova imunita hostitele je dulezity faktor, ktery ovliviiuje pusobeni onkolytickych vird.
VétSinu viri rozpoznava imunitni systém jako cizorodé Céstice a eliminuje je, coZ neni ve
viroterapii zadouci. Pokud bychom organizmus imunosuprimovali, dosdhneme dvojiho
ucinku. Zvysime ucinnost virové replikace, ale také mize dojit k oslabeni protinddorovych
imunitnich odpovédi, avSak vzdy zélezi na vice faktorech (V#ha- Koskela er al., 2007).
Smakman et al., 2006 studovali pasobeni onkolytického reoviru na rakovinu tlustého stieva a
zjistili, Ze se Gcinnost 1éby zvySuje, pokud potlacili imunitni systém hostitele cyklosporinem

A. Cyklosporin A brani aktivaci T- lymfocytu.
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Jak jiz bylo zminéno v kapitole 5.1, imunitni systém hostitele hraje dulezitou roli pfi
systémovém podani viru a jeho $ifeni krvi. Viry v krvi mohou byt neutralizovany protilatkami
nebo komplementem (obr. 4), mohou se navazat na receptory normalnich, ne nadorovych,
bunék nebo mohou byt pohlceny makrofagy. Takto do organizmu vpravené viry jsou tedy
rychleji odstrafiovany z krve (Russell a Peng, 2007). Varghese a Rabkin, 2002 poukazali na
vyuziti onkolytickych herpes viri v nadorové terapii a zabyvali se také piekdzkami v podéni
viru a ukazali nékolik zpasobu, jak ptekazkam predchazet. Jednim ze zpusobti zamezeni ztrat
viru je zvysit poéateéni davku viru. Druhym zptsobem je chemické obaleni viru, které mu
umozni byt pro imunitni systém hostitele méné rozpoznatelny. Také je mozné vpravit do
organizmu virus spole¢né s inhibitory komplementu nebo muzeme piechodné potlacit
imunitni systém hostitele béhem podani a S$ifeni viru. Todo et al, 1999 ukézali riziko
celkového potlaceni imunitniho systému hostitele kortikosteroidy pii lécbé onkolytickym
herpes simplex virem typu 1 (G207). To spociva v oslabeni dlouhodobé uc¢innosti G207
nasledkem potlaceni nadorové specifickych cytotoxickych T lymfocyti. Onkolytickd aktivita
G207 totiz spociva mimo jiné v indukci protinddorové imunity.

Piekazce neutralizace viru protilitkami se muzeme vyhnout, pokud pouZijeme onkolyticky
virus vakcinie, konkrétné jeji extracelularné obalenou formu (EEV- extracellular enveloped
virus), ktera je rezistentni vuci neutralizujicim protilatkam (Ichihashi, 1996; Parato et al.,
2005). Nebo mizeme produkci neutralizujicich protilatek prechodné odstranit podanim anti-
CD20 protilatek proti B- lymfocytim jes$té pred aplikaci viru. Komplement miZeme
pfechodné neutralizovat podanim imunosupresivni latky cyklofosfamidu (Ries a Brandts,
2004). U nékterych poxviri se zda, ze poskytuji moznost systémové terapie po intravendznim
podani. Jednou z moZznosti, jak tohoto docilit, je vClenéni proteind rezistentnich ke
komplementu do vnéj§i membrany poxvira (Vile et al., 2002; Vanderplasschen et al., 1998).
Power et al., 2007 ukézali, Ze lze virus dopravit do mista urceni uvnitf pfepravnich bunék,
které ukryji virovy antigen pfed imunitnim systémem hostitele. Kdyz je virus dopraven

k nadorovym burikam, je z ptepravni builky uvolnén. Zarovei je tento zpisob doruceni viru
Setrny k normalnim burikdm. Skupina védci ukazala, Zze pokud jsou prepravni bunky
odvozeny od leukemickych bunék, virus se muze rozsifit po celém téle. Pokud védci vicekrat
intravendzné vpravili do organizmu virus v prepravnich burikach, doslo k celkovému dstupu
nadoru. Jedna davka takto podaného viru nedosdhla stejného tucinku. Navic je mozné
pfepravni buriky upravit tak, aby exprimovaly nddorové antigeny na svém povrchu a tim

stimulovaly protinddorovou imunitu.
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Soucasti prepravnich bunék muZou byt i inducibilni sebevrazedné programy, ktera zajisti
eliminaci prepravnich bunék z téla po vykonani své funkce.

Na druhou stranu mizZeme imunitni systém hostitele vyuZit ve prospéch onkolytické terapie,
nejCastéji pomoci cytokini a chemokini. Napfiklad exprese interferonu gamma (IFN- 7y)
z adenovirového vektoru zvySuje onkolytickou ucinnost (Su et al.,, 2006; citovano v Viahi-
Koskela et al., 2007). Podobny efekt na nador plic v kralicich ma exprese lidského GM-CSF
(granulocytarni a makrofagové kolonie stimulujictho faktoru) z onkolytického viru vakcinie
(Kim et al., 2006). V neposledni fadé je dobré fici, ze imunitni systém Clovéka neni vyvinut
k odstrafiovani intravenézné podaného viru v davkach vyssich nez 10'* Gastic. Podobné

vysoké davky se pouzivaji v klinickych studiich s onkolytickymi viry (Vile et al., 2002).
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Obrazek 4: Nékteré bariéry podani a Sifeni onkolytickych vird smérem k nadoru in vivo.
V pfipadé systémového podani onkolytickych viri, napf. intravenozniho, je vétSina z nich
pohlcena jatry. Viry, které jatrm uniknou, jsou $ifeny krvi, kde mohou byt neutralizovany
protildtkami, komplementem nebo pohlceny krevnimi burikami. Aby se viry dostaly k nidoru
musi opustit krevni obéh a ptekonat tlak tekutiny obklopujici buiiky pfi ptechodu cévnim
endotelem. DalSi bariéru predstavuje extracelularni matrix. Infiltrujici leukocyty omezuji

Sifeni viru mezi burikami svou antivirovou aktivitou nebo uvoliiovanim cytokini. Pievzato z
Parato et al. (2005).

17



5.3 Monitorovani ucinku viru

Monitorovani u¢inku vird po vpraveni do organizmu je dulezité pro bezpecnost viroterapie,
pro sledovani zmén v organizmu vyvolanych pfitomnosti viru, pro rozvoj a zlepSovani
viroterapie. Je potfeba zmonitorovat, kolik virovych ¢astic dosahne cile, zda je virovy genom
v infikovanych bunkach exprimovan, eventuelné v jaké mife, kolik virového potomstva je
uvolnovano z infikovanych bunék nebo kdy je virus odstranén z téla.

Ke studiu u¢inku onkolytickych vird jsou vhodné neinvazivni technologie, pomoci nichz by
se dala naméfit exprese virem kodovanych proteini a zmapovat rozmisténi infikovanych
bunék. Jednou z moznosti zviditelnéni genové exprese je zalenéni markerovych gend do
virového genomu. Jednim z ptikladi je rekombinantni onkolyticky virus spalnicek (MV-
NIS), ktery koduje lidsky membranovy iontovy kandl zodpovédny za transport jodu do
folikularnich bunék §titné zlazy. Buiky infikované virem MV- NIS soustied’uji radioaktivné
znaceny jod (**1 a '"*1) zkrve. Znaceny jod se detekuje pomoci technik SPECT (single-
photon-emission computed tomography) nebo PET (positron- emission tomography). Jinym
piikladem mize byt herpes simplex virus, ktery koéduje thymidin kindazu. Ta muiZe
fosforylovat a zachytit radioaktivni FIAU (2’fluoro-2-deoxy-1-B-D-B-arabinofuranozyl-5-
jodouracil) ve virem infikovanych burikach. Viry, které exprimuji gen pro thymidin kindzu

pak muZeme opét detekovat pomoci SPECT nebo PET (Russell a Peng, 2007).

5.4 Bezpecnost a vedlejsi ucinky viroterapie

Vpraveni zivych viri do organizmu mize pifinaSet i nepifjemné nasledky a komplikace.
Pokud se virus dostane do organizmu ve vétSich davkach, miize vyvolat nechténé vedlejsi
ucinky (Vihia- Koskela et al., 2007). Proto se pfi klinickych studiich musi v prvni radé
sledovat bezpecnost viroterapie. Toxicita onkolytickych viri zavisi na druhu pouzitého viru,
mutacich a zménach, které jsou do viru zabudovany a na cesté a ddvce podani viru. Na druhé
strané onkolytické viry mohou byt méné toxické nez bézna chemoterapeutika. Onkolytické
adenoviry aplikované intraven6zné v davkach 10'? &stic pfechodné vyvolaly zanét jater a
druhotné rozptylené intravaskularni srazeniny (DIC- disseminated intravascular coagulation)
(Kirn a Warren, 2002; Reid et al., 2001; citovano v Vile et al., 2002). To, Ze se pii viroterapii
musi dusledné dbat na bezpeénost, dokazuje smrt pacienta v disledku DIC a selhani jater po
intraarteridlni infuzi adenoviru, defektniho ve své replikaci, do jater. Tento pacient nemél
nador. Pokud se v§ak pomoci intraarteridlné vpraveného adenoviru 1é€ili pacienti s nddorem,

byl virus tolerovan dobie (Vile et al., 2002).
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Lécba pomoci vysokych davek viru muZze zpuisobit vyCerpani cytotoxickych T lymfocyta
nebo interferond. Tomuto problému muZzeme zabranit opakovanym davkovanim
onkolytickych viri. Vedlej$i efekty se mohou objevit i pfi kombinované terapii, kde vice
slozek 1écby muze soucasné pusobit toxicky (Véhi- Koskela et al., 2007).

V neposledni fadé zustava otazkou, jaké by zpisobila nasledky rekombinace upraveného
onkolytického viru s odpovidajicim standardnim virem v populaci. Zajisté je vhodné omezit
pacientuv kontakt s okolim izolaci, dokud virus nebude v téle delsi dobu detekovan (Vile et
al., 2002).

6. Klinické studie s onkolytickymi viry

Nez je mozné pfistoupit ke klinickym studiim, je nutné udélat mnoho preklinickych testd a
nashromézdit mnoho udaji o budouci lécbé. Piikladem mohou byt testy na relevantnim
zvifecim modelu, zji$téni spektra nemoci, které zpisobuje ptislu$ny druh viru, schopnosti viru
uniknout imunitnimu systému hostitele, zji§téni stupné pre-existujici imunity k pfislu§nému
viru v populaci a mnoho dalsiho.

Klinicka studie je planovany vyzkum, jehoZ se ucastni nemocni a ve kterém probiha zkouseni
novych lécebnych postupt (http://www.myeloma.cz/sources/CZ_Klin_studie.pdf).

Klinické studie se déli do Ctyr fazi. Faze I je charakterizovana prvnim podanim latky malému
poctu lidskym subjektd, nema terapeuticky cil a za cile si klade sledovani tolerance léku,
farmakokinetiky (distribuce a exkrece Iéku, jeho biologicky polocas, mozna akumulace léku)
a farmakodynamiky (vztah davka a odpovéd organizmu). Ve fazi Il dochazi k prvnimu
terapeutickému podani léku, optimalizuje se davkovaci rezim pro IIl. fazi a sleduje se
odpovéd na davku. Ve III. fazi klinické studie je lék podéan velké skupiné lidi (1000-3000),
potvrdi se efektivita 1éku, stanovi se profil bezpecnosti léku, dochazi ke srovnani s bézné
vyuzivanymi léky, doplni se vSechny informace a instrukce pro bezpecné pouziti léku. Ve IV.
fazi se 1€k testuje v podminkach bézné lékaiské praxe, zda lze pouzit v kombinaci s jinymi
lécivy, shrnou se dodatecné informace zahrnujici vyhody a nevyhody léku a jeho optimalni
pouziti (http://pavouk.fnhk.cz/nove/cze/original/etickakomise/Tabulka pojmu.pdf a
http://clinicaltrials.gov/ct2/info/understand).
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Od roku 2001 do soucasné doby (duben 2008) probéhlo nebo probihda 19 studii
s onkolytickymi viry. Nejvice zastoupené jsou reoviry (probihaji 4 z 19 studii). Tti klinické
studie probihaji s herpes viry, virem vakcinie a virem spalnicek. Nejméné testované v této
dobé jsou adenoviry, virus Newcastelské choroby kurat, coxsackievirus a seneca valley virus
(picornavirus). VSechny tyto klinické studie se nachdzeji vI. €i II. fazi (graf 1). Nejvice
klinickych studii s onkolytickymi viry probihd s pacienty, ktefi trpi melanomem. Vétsina
téchto klinickych studii probiha v USA, dale pak vKoreji, Austrdlii a Izraeli
(http://clinicaltrials.gov/ct2/results?term=oncolytic). Adenoviry byly vSak hodné testovany
v minulosti, naptiklad ONYX- 015 aspésné prosel II. fazi klinickych studii, ale testovani bylo
zastaveno vyrobcem. Také adenoviry CV706 a CV787 byly testovany ve II. fazi klinickych
studii (Shen a Post, 2007).

Klinické studie s onkolytickymi viry
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Graf 1: Prehled klinickych studii s onkolytickymi viry, které probehly nebo probihaji od roku
2001 do soucasné doby. V soucasné dobé probiha nejvice onkolytickych klinickych studii
s reoviry. VSechny dosud znamé klinické studie s onkolytickymi viry se nachézeji v I. nebo II.

fazi. Graf sestaven podle: http://clinicaltrials.gov/ct2/results?term=oncolytic.
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7. Onkolytické poxviry

7.1 Obecna charakteristika

Poxviry patii mezi obalené DNA viry. Jejich genomem je linedrni dsDNA o velikosti 130-280
kbp. Radi se k nejvétsim virim, dosahuji délky 300nm (Vihi- Koskela et al., 2007; Russell a
Peng, 2007; Parato et al., 2005).

Jako onkolyticky poxvirus se nejCastéji vyuziva virus vakcinie. Slibné vypadaji i dalsi dva
zastupci poxviri- Myxoma virus a Yaba- like disease virus. Mezi hlavni vyhody viru
vakcinie, potazmo poxvirti, patfi pomérné rychly zivotni cyklus, zralé potomstvo je utvafeno
6 hodin po infekci. Dokazi se efektivné §ifit od jedné buriky ke druhé. Poxviry maji obrovsky
genom, dokazi pojmout pres 25kb vlozené DNA, aniz by musela byt ¢ést jejich genomu
vypusténa. Mezi dal§i vyhody viru vakcinie patfi schopnost infikovat mnoho typu lidskych
tkani, pfesto nezpasobuje zadnou dosud znamou lidskou chorobu. Podéni viru vakcinie
vyvolava protivirovou imunitni odpovéd, c¢ehoz mize byt vyuZito ke zvySeni hostitelské
imunitni odpoveédi proti infikovanym naddorovym buiikdm (Mullen et al., 2002; Nemunaitis,
1999). V neposledni fadé je vyhodou také Siroké mnoZstvi znalosti o poxvirech a zkuSenosti

s vakcinanim programem proti pravym nestovicim (Zeh a Bartlett, 2002).

7.2 Virus vakcinie

Virus vakcinie patfi mezi Otrhopoxviry. Pfesny ptivod tohoto viru neni znam, stejné jako jeho
pfirodni hostitel. Uvazuje se, ze mohl vzniknout mutaci ve viru kravskych nestovic nebo
mutaci ve viru pravych neStovic. Rozezndvime dvé formy viru vakcinie: extraceluldrné
obalenou formu (EEV- extracellular enveloped virus) a formu viru, ktery zraje uvniti burky
(IMV- intracellular mature virus). EEV je uvolfiovan z buriky fizi membran a miZze se §ifit od
buriky k burice, IMV je uvoliiovdn po lyzi buiky a je produkovan v laboratornich
podminkach. Virus vakcinie, stejné jako ostatni poxviry, se vyskytuje cely sviij Zivotni cyklus
v cytoplasmé a nikdy nebyla zaznamendna integrace do genomu hostitele. Nepochybnou
vyhodou viru vakcinie je schopnost uniknout imunitnimu systému hostitele, napf. jeho EEV
forma, ktera je rezistentni vi¢i neutralizujicim protilatkam (viz kapitola 5.2). Virus vakcinie
také koduje faktory, cytokiny které jsou schopné narusit imunitni odpovédi hostitele

(Zeh a Bartlett, 2002).

McCart et al., 2001 ukazali, Ze je mozna systémova lé¢ba nadori pomoci mutovaného viru
vakcinie, konkrétné mutace znamenala ztratu genu pro thymidin kinazu (TK) a pro ristovy

faktor vakcinie (VGF, vaccinia growth factor).
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Tento mutant vykazoval vyznamné oslabeni v nedélicich se buikach in vitro a nadorové
specifickou replikaci in vivo. V neptitomnosti TK, virus vyZaduje TTP (thymidin-tri-fosfat)
pro syntézu své DNA zdélicich se bunék. Proto se prednostné replikuje v délicich se
burikach, coz vysvétluje upfednostnéni replikace v nadorovych burikdch. VGF je protein
pusobici na buriky okolo virové infekce, stimuluje je k déleni. Delece genu pro tento faktor
zpusobi snizeni virové replikace v nedélicich se buikach. Standardni forma vakcinie (wild-
type) zpusobuje mistni destrukci tkané (nekrozom).

McCart et al., 2000 ukazali, Ze pokud do lécby nddoru zahrneme virus vakcinie s deleci genu
pro TK, ktery bude exprimovat cytozin deamindzu (méni 5- fluorocytozin na 5- fluorouracil),
zvysi se protinddorovy efekt pfi nizkych davkéach viru podaného intranddoroveé a pti vysokych
davkach viru se snizi patogenita viru. 5- fluorouracil inhibuje syntézu DNA. Skupina védci
tedy demonstrovala, Zze pokud spojime nddorovou terapii pomoci onkolytického viru s 1écbou
pomoci chemickych sloudenin (tzv. ,enzyme/prodrug system), muzeme dosahnout
slibnéjsiho vysledku, nez pokud bychom tyto dva typy léceni nddord vyuzivali samostatné.
Virus vakcinie mizeme také pouzit jako vektor pro dopravu a expresi nadorovych antigenu a
cytokinti. Napiiklad pro in situ transfekci nadoru virem s cytokiny podporujici protinadorovou
imunitu nebo viry s kostimula¢nimi antigeny (Mastrangelo, M. J. a Lattime, E. C., 2002).

Guo et al., 2005 prokazali schopnost mutantu viru vakcinie, kterym chybély antiapoptotické
geny SPI-1 a SPI-2 (vSP), replikovat se prednostné v nadorovych burikdch. Toto specifické
pusobeni onkolytického viru vakcinie bychom mohli zatadit mezi anti- apoptoticky
mechanismus pusobeni onkolytickych virti (viz kapitola 4.4). Nadorové buiiky jsou schopné
uniknout apoptdze, protoze maji Casto poSkozeny signalni dréhy vedouci k apoptéze. Proto
normalni buriky infikované mutovanym virem vakcinie vSP, ktery neobsahuje antiapoptotické
geny, umiraji rychleji nez infikované nadorové burky a tim padem v nich nedojde k virové
replikaci. Virus tedy upfednostni replikaci v nddorovych burikdch. Bezpecnost vSP se zda byt
dobrd, mysi léCené vSP prezivaly podstatné déle nez mysi lé¢ené standardnim virem vakcinie
(wild- type).

Lee et al., 1994 pracovali s rekombinantnim virem vakcinie, ktery exprimoval hemaglutinin
nebo nukleoproteinové antigeny z viru chfipky. Timto virem infikovali mysi s nddorem
mocového méchyfe a ukazali, Ze intravesikularni podani tohoto rekombinantniho viru
vyvolava protinddorové imunitni odpovédi. Prokazali také, ze preimunita k viru vakcinie

nebrani intravesikuldrnimu podéni rekombinantniho viru vakcinie.
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Dalsi geneticky upraveny virus vakcinie JX-594 je nyni v I. a II. fazich klinickych studii.

Virus JX-594 je mutovany virus vakcinie, ktery nema TK a exprimuje lidsky granulocytarni a
makrofagové kolonie stimulujici faktor (hGM- CSF). Kim et al., 2006 sledovali pisobeni
JX-594. Intravenézné ho podali dvéma zvifecim modelim- kralikovi s naddorem plic a
potkanovi s nddorem jater. JX-594 byl po podani dobie tolerovdn a vykazoval vysokou
ucinnost proti nadorim v obou modelech. Replikace a exprese viru v naddorovych burikach
byla detekovana stupném exprese hGM-CSF.

Mastrangelo et al., 1999 publikovali zavéry z1écby 7 pacientd s nevyléCitelnym koznim
melanomem. Pacientim intranddorové aplikovali vzrustajici davky viru vakcinie, ktery
kédoval GM- CSF. Systémova toxicita nebyla vysoka, projevovala se mirmnymi piiznaky
chiipky, které ustoupily do 24 hodin. Pfi vysSich davkach viru byl zaznamenan mistni zanét s
tvorbou puchyrki. Funkce exprese genu pro GM- CSF byla zachovéana i pfes pritomnost
protilatek proti viru vakcinie. GM- CSF podporuje proliferaci a diferenciaci progenitorovych
bunék granulocyti a makrofigti a pusobi tedy stimulacné na imunitni systém hostitele. U
dvou pacientd s nejvétsim nadorem nedoslo ke zlepSeni.

Tti pacienti dosahli smiSené odpovédi, doSlo k ustupu lécenych a neléCenych koznich
metastaz a postupu nemoci jinam. U jednoho pacienta do$lo k ¢aste¢nému ustupu nadoru.
Posledni pacient, ktery mél koZni metastazy pouze na pokoZzce hlavy, dosahl celkové remise.

V soucasné dobé probihaji nebo se planuji 4 klinické studie s virem JX-594 v I. a 1. fazich.

I. faze jedné klinické studie je jiz ukoncena. Konkrétné se zabyvala studiem bezpecnosti a
ucinnosti transdermalni aplikace viru JX-594 do nadoru jater
(http://clinicaltrials.gov/ct2/results?term=JX-594).

Dal$i moznosti je zapojit do lécby nddoru i neonkolyticky fowlpox, ktery patii do rodiny
poxviri. Jeho pfirozenym hostitelem jsou ptaci. Vakcina PANVAC mize obsahovat
rekombinantni virus vakcinie nebo rekombinantni virus fowlpox. Soucasti vakcina€niho
programu PANVAC- VF je podkozni aplikace rekombinantniho viru vakcinie a poté
udrzovaci davka (tzv. ,,booster) rekombinantniho viru fowlpox. Oba vektory jsou upraveny
tak, aby exprimovaly transgeny nadorové specifickych antigend. Vektory také mohou
obsahovat transgeny exprimujici trojici kostimula¢nich molekul T- lymfocyti (TRICOM).
Ugelem vakcinace pomoci PANVAC je stimulace imunitnich odpovédi proti nddorovym
burikam. Preklinické studie dokazuji ucinnost vakciny in vitro a v mySich modelech (Madan
et al., 2007; Petrulio a Kaufman, 2006). V souCasné dobé probiha IlI. faze klinické studie
s vakcinou PANVAC™. VF (http://www.clinicaltrial. gov/ct2/show/NCT00088660).
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7.3 Yaba- like disease virus

Yaba- like disease virus (YLDV) patii mezi yatapoxviry spolu s Yaba monkey tumor virem
(YMTV) a s Tanapox virem. Byl izolovan z epizootické infekce hlidacti opic. YLDV je blizce
ptibuzny s Tanapox virem. YLDV mize byt pouzit jako vektor pro nddorovou terapii. Diky
protilatky proti viru vakcinie, které se v organizmu udrzi i 50 let. YLDV nevykazuje ,.cross"
reakci s protilatkami proti viru vakcinie. YLDV roste in vitro vbuikach opic a lidi
v podobnych podminkach jako virus vakcinie. RNA polymerdza YLDV rozpoznava prirodni
a uméle vyrobené promotory, které jsou primarné vytvofeny pro vyuziti ve viru vakcinie.
Transgeny prenaSené YLDV tedy mohou byt regulovany syntetickymi promotory viru
vakcinie a mohou byt produkovéany ve velkém mnozstvi.

Nevyhodou YLDV je omezeny repertoar hostiteli ve srovnani s virem vakcinie. Replikaci
YLDV se nepodafilo prokazat v mysSich, kralicich nebo kieccich. Schopnost YLDV
zprostiedkovat pienos genu do nadoru byla prokdzdna na mySich s lidskym nadorem
vajeniku. Hlavni vyhoda YLDV spociva ve faktu, ze nevyvolava endemie v lidské populaci

a tedy neexistuje preimunita proti YLDV (Hu et al., 2001).

7.4 Myxoma virus

Myxoma virus je jednim ze zastupct poxvird. Ma velice Gzky repertodr piirozenych hostiteld,
u kralikki zpusobuje smrtelnou nemoc myxomatézu. Myxoma virus neni patogenni pro
vSechny ostatni obratlovce véetné Clovéka. Myxoma virus je schopny infikovat lidské
nadorové bunécné linie in vitro (Sypula et al, 2004). Lun et al, 2005 vSak ukazali, ze
myxoma virus maze infikovat i lidské nadorové bunky in vivo. Pokusy provadéli na mysich
imunokomprimovanych modelech lidského gliomu (nadoru nervovych gliovych bunék).
Intracerebralni aplikace myxoma viru byla dobie snasena, objevil se pouze maly zanét v misté
aplikace. Pokud aplikovali myxoma virus pouze do jedné hemisféry, doslo k inhibici ristu
nadoru v této hemisfére, ale v opacné hemisfére k inhibici nddoru nedoslo. Zajimavé bylo
také zjiSténi, Ze myxoma virus je schopny velmi dlouho trvajici infekce v nadorovych
burikich in vivo (nejméné 35 dni). Zda se tedy, Ze myxoma virus muze byt vhodnym
onkolytickym virem pro lécbu lidskych gliomi diky jeho schopnosti byt geneticky
modifikovan, produkovat dlouhotrvajici infekci, také diky jeho nepatogenité v obratlovcich

kromé kralika a v neposledni fadé diky nedostatku preexistujicich protilatek v lidské populaci.
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Wang et al, 2006 ukazali, ze citlivost lidskych nadorovych bunék k infekci a odstranéni
myxoma virem souvisi s hladinou fosforylovaného Akt. Akt se také nazyva protein kinaza B a
ma funkci serin/threonin kinazy. Akt hraje hlavni roli v regulaci bunécnych procesti, napf.
v bunééné proliferaci, apoptoze, angiogenezi a metabolismu. Nicholson a Anderson, 2002
potvrdili, ze Akt je aktivni v nékterych typech lidskych nadord (buriky typu I) a Ze signalni
drahy vedouci pies Akt podporuji bunécnou proliferaci a tedy pfispivaji k rozvoji nadoru.
Pokud je aktivace Akt inhibovana, nedojde k produktivni infekci myxoma virem. Wang et al.,
2006 dale zjistili, Ze neptistupné nadorové buiiky byly zménény z resistentnich na vnimavé
k infekci myxoma virem po expresi Akt a naopak vnimavé nadorové buriky byly zménény na
resistentni po zablokovani aktivace Akt. Také se ukazalo, Ze aktivaci Akt reguluje virovy
protein M-T5 (ankyrin repeat host range protein). Skupina védci objevila, Ze M-T5 je
schopen vazat a aktivovat bunécny Akt, coz vede k replikaci myxoma viru v riznych typech
lidskych nadorovych bunécnych liniich. M- T5 reguluje tropismus myxoma viru pro kralici
lymfocyty a nékteré lidské nadory. Pokud je M-TS odstranén z myxoma viru, nemiZze virus
produktivné infikovat lidské nadorové burky, které nevykazuji dostatecnou aktivitu Akt
(buriky typu II). Muzeme tedy rozlidit 3 typy lidskych nadorovych bunék. I. typ bunék
vykazuje vysoky stuperi Akt aktivity a je tedy pfistupny k infekci myxoma virem. II. typ
bunék ma nizky stupei aktivity Akt, ale pomoci virového proteinu M-TS muze také dojit
k infekci myxoma virem. III. typ bunék nema téméf Zadnou aktivitu Akt a nemuiZe byt
infikovdn myxoma virem. Zavérem studie Wang et al,, 2006 je fakt, Ze manipulace s Akt
muaze zpuasobit rozsifeni onkolytické aktivity myxoma viru na S$ir$i spektrum lidskych
nadorovych bunék. Werden ef al, 2007 ukézali, ze bunécny protein PIKE-A je funk&né
zaménitelny s M-T5 proteinem myxoma viru. PIKE- A tedy také muze poskytnout rozsifeni
onkolytické aktivity myxoma viru na rozsahlejsi spektrum lidskych nadorovych bunék.

Stanford et al, 2007 poukédzali na moZznost vyuziti myxoma viru spolu s inhibitory
kinazovych signalnich drah v nadorové terapii. Pokud 1éCili nepfistupné lidské nadorové
bunécné linie rapamycinem, vyrazné se zvysilo §ifeni viru in vitro. Rapamycin totiz inhibuje
mTOR, coz je serin/threonin kindza a reguluje bunécny rist pomoci Akt. Pokud rapamycin
inhibuje mTOR, zvysi se kindzova aktivita Akt, coz je zadouci pro replikaci myxoma viru.
Rapamycin tedy mize navodit infekci nadorovych bunék typu II myxoma virem, ktery nema
M-TS5. Rapamycin je také pouzivan jako imunosupresivni latka. Stanford et al., 2008 potvrdili
pozitivni G¢inek myxoma viru v kombinaci s rapamycinem na nadoru plic u mysi in vivo.
Rapamycin v tomto pokusu nezpusobil vyrazné zvyseni replikace myxoma viru, zato prispél

k inhibici ristu nddoru a potlaceni imunitniho sytému.
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8. Zavér

Vyuziti onkolytickych vird pfedstavuje novou a zajisté slibnou metodu lécby nadoru.
Dosazeni idealniho Ié¢ebného potencidlu onkolytickych virG je mozné mnoha zpusoby.
Vysledek vzdy zélezi na Gpravé viru i na pfipravenosti hostitele. Viry si Casto privlastiiuji
mnoho takovych signalnich a regulaénich drah, které jsou deregulovany v nadorovych
burikach (Parato et al., 2005). Idealni onkolyticky virus by mél byt G¢inny in vitro a in vivo
proti Sirokému spektru nadori a predevSim byt bezpecny pro normalni buriky (Lun et al,
2005). V soucasné dobé jsou mnohé onkolytické viry v 1. a II. fazi klinickych studii. Ukazuje
se, Ze je stale potieba optimalizovat vyuziti této protinddorové terapie. Jednou z vyznamnych
prekazek ve viroterapii se ukazuje znovuobnoveni ristu nddoru po Uspésné lécbé. Nékteré
prekazky by mohla vyfeSit kombinovand terapie- viroterapie a radio-, chemo- nebo
imunoterapie. Kombinovand terapie by mohla pomoci napiiklad zcitlivéni nadorovych bunék
k viroterapii a naopak (Vihd- Koskela et al., 2007). Vyzkum poxviri jako onkolytickych
agens je v pocatcich, pfesto poxviry disponuji urCitymi vyhodami a poskytuji moznost i
systémové terapie. Nejdale je vyzkum tykajici se vyuziti poxvirt v nddorové terapii u vakciny
PANVAC, ktera muze zahrnovat 1é¢bu pomoci neonkolytického fowlpoxu. VyuzZiti
onkolytickych vira tedy zistdva slibnou metodou lé&by nadord, avSak bude zapotiebi
vyvinout je$té mnoho usili a zodpovédét mnoho otdzek tykajicich se lé€by onkolytickymi

viry. Ale doufejme, Ze vyvoj této metody bude sméfovat milovymi kroky kuptedu.
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9. Seznam zkratek

CED
DIC

EEV

F protein
GM- CSF
hGM- CSF
IFN- vy
IMV
IRES
LAMR
M protein
mTOR
MV

NIS
PANVAC-VF
PET
SPECT
TAA

TK

TNF a
TRICOM
TTP
VGF
VSv
YLDV
YMTV

,convection- enhanced delivery*
rozptylené intravaskularni srazeniny (,,disseminated intravascular
coagulation‘)
extraceluldrné obalena forma viru (,,extracellular enveloped virus*)
fuzogenni protein
granulocytdrni a makrofdgové kolonie stimulujici faktor
lidsky granulocytarni a makrofagové kolonie stimulujici faktor
interferon gamma
forma viru, ktery zraje uvnitt buriky (,,intracellular mature virus®)
»internal ribosome entry site*
vysoko afinitni lamininovy receptor (,,high- afinity laminin receptor®)
matrix protein
»,mammalian target of rapamycin“
virus spalni¢ek (,,measles virus*)
,»hatrium iodide symporter*
»PANVAC- vaccinia, fowlpox“
,»positron- emission tomography*
,,single-photon-emission computed tomography*
tumorové asociované antigeny
thymidin kindza
tumor necrosis factor o
»triad of costimulatory molecules*
thymidin-tri-fosfat
rustovy faktor vakcinie (,,vaccinia growth factor®)
virus vesikularni stomatitidy
,,Yaba- like disease virus*

,»Yaba monkey tumor virus*
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