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1. SEZNAM ZKRATEK

1000 base pairs

(rekombinant) vaccinia virus

BCR-ABL transformed mouse (Balb/c) leukemic cells
5-azacytidine

adenine

Abelson murine leukemia viral oncogene homolog
antigen-presenting cells

type of imbreeding mice

B-cell lymphoma-2

Breakpoint Cluster Region

fusion protein encoded by Philadelphia chromosome in
CML

cytosine

type of imbreeding mice

Cluster of Differentiation

CD40 ligand

Chronic Myeloid Leukemia

CpG oligodeoxynucleotides

cytotoxic T-lymphocyte

dendritic cells

deoxyribonucleic acid

poxvirus early/late synthetic promotor
Enzyme-Linked Immunosorbent Spot Assay
immunoglobulin fragment

Fms-like tyrosinkinase 3

Fms related tyrosine kinase 3 Ligand
transcription factor Forkhead box P3
guanine

granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
granulocyte differentiation antigen 1

fusion protein consisting of gene for B-glucuronidase and
a part of gene for murine WT1

promoter of poxvirus gene H5R

Human Leukocyte Antigen

Human Papillomavirus (16)
oncoprotein E6 encoded by HPV16
oncoprotein E7 encoded by HPV16
intracellular (y)

intradermal(ly)
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intramuscular(y)
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intraperitoneal(ly)

incomplete Freund's adjuvant

interferon

immunoglobulin

interleukin

human acute myelocytic leukemia cell line
1000 Daltons

lysosomal-associated membrane protein
monoclonal antibody(s)

myeloid-derived suppressor cells

major histocompability complex

Mouse Polyomavirus

messenger ribonucleic acid

Modified Vaccinia virus Ankara

Natural Killler

phosphate buffered saline
polyinosinic-polycytidylic acid
subcutaneous(ly)

fusion protein consisting of HPV16-E7 and signal
sequence of LAMP1

thymine

tumor antigen(s)

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

Transforming Growth Factor 8

Transforming Growth Factor  Receptor II fused wih
immunoglobulin fragment

Transforming Growth Factor B Receptor I, II, III

helper T lymphocytes

WT1+ cell line of prostate cancer in C57BI/6 mice
Regulatory T cells

vaccinia virus protein E3

virus-like particles

Wilms” tumor 1
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2. ABSTRAKT

Nadorovéa buiika je charakteristicka produkei nddorovych antigenti, ¢imz se odliSuje
od normalni somatické bunky a stava se cilem efektorovych mechanizmi protinddorové
imunity. PredloZena prace byla zaméfena na vyvoj a piedevSim studium buné¢né imunitni
odpovédi rekombinantnich vakcin namifenych proti nékolika nédorovym antigentim,
specifickym pro hematologické a solidni nadory. Stanoveni G¢innosti téchto vakcin probihalo
na mySim modelu, pfedev§im pomoci testu ELISPOT-IFNy.

V prvni ¢asti jsem se soustiedila na vyvoj a stanoveni ucinnosti genetickych a
peptidovych vakcin proti WT1+ nadorim. Jako nejefektivnéjsi se ukédzaly peptidové vakciny
aplikované intradermalné (i.d.) tetovanim, podavané spole¢né s nemetylovanymi CpG motivy
a protilatkou neutralizujici TGFp v nadoru.

Dale jsem sledovala protinddorovou imunitni odpovéd’ na vakciny nesouci sekvenci
ze spojové oblasti fazniho proteinu BCR-ABL, charakteristického pro chronickou myeloidni
leukemii. V laboratofi Doc. Forstové byly pfipraveny vakciny na bazi partikuli podobnych
mysimu polyomaviru (MPYV-VLP), v nasi laboratofi jiné typy vakcin (rekombinantni virus
vakcinie (r'VACV), DNA). Vakciny nebyly uc¢inné, jelikoz protein BCR-ABL neni vhodny
imunogen, jak se ukazalo pozdéji nejen z této studie.

V posledni ¢asti dizertaéni prace se podatfilo zvysit u¢innost rtVACV vakcin proti
nadorim asociovanym s lidskym papilomavirem 16 (HPV 16) pomoci ko-exprese rtiznych

imunomodulatort (receptor II. typu pro TGFp, Flt3 ligand).

Klicové slova: WT1 protein, BCR-ABL protein, MPyV-VLP, rVACV, protinadorové vakciny
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3. ABSTRACT

Cancer immunotherapy is concerned generally with the activation of cancer immunity
specific for tumor antigens (TA) produced by cancer cells. My PhD thesis focused
on the development of different types of cancer vaccines expressing various TA and
predominantly on the determination of the efficacy of these vaccines. For studying
TA-specific cancer cellular immunity in mice immunized with these vaccines, | used mainly
the ELISPOT-IFNy assay.

First, DNA, recombinant vaccinia virus (rVACV) and peptide vaccines against WT1
positive tumors were prepared. They consist of a fragment of WT1 protein with motifs
predicted to bind to D® murine MHC class 1. The administration of peptide vaccines by tattoo
delivery in combination with unmethylated CpG motifs and anti-TGFf monoclonal antibody
was the most effective.

Next, | was interested in the immunotherapy of chronic myeloid leukemia (CML).
Hruskova et al. prepared the mouse polyomavirus-like particles (MPyV-VLP) carrying
the junction region of BCR-ABL fusion protein (16) . In our laboratory, there were
constructed the other types of CML vaccines with the expression of the junction region
of BCR-ABL fusion protein, such as DNA or rVACV, too. Prepared vaccines failed to induce
effective cancer immune response. It seems that BCR-ABL epitopes appeared to be a weakly
immunogenic.

Finally, we were able to enhance the effectiveness of the rVACV vaccines against
tumors expressing HPV16-E7 oncoprotein by co-expression of either soluble TGFf

receptor Il or FIt3 ligand.

Key words: WT1 protein, BCR-ABL protein, MPyV-VLP, r'VACV, cancer vaccines
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4. UVOD

Imunoterapie nadori je zaloZena na rozdilech nadorové buiiky a jejiho mikroprostiedi
oproti normalnim bunkam zbytku téla, napf. pfitomnosti nadorovych antigenti (TA; tumor
antigens). Jednim z jejich tkolt je aktivace TA-specifickych efektorovych mechanizma.
Cilem této prace byl vyvoj rekombinantnich vakcin proti nadoriim pozitivnim na TA a
predevdim studium jimi indukované imunitni odpovédi. U¢innost vakcin byla sledovana
na mysim modelu.

V prvni ¢asti jsem se soustiedila na vyvoj a stanoveni ucinnosti genetickych a
peptidovych vakcin proti WT1+ hematologickym a solidnim nadorim. Genetické vakciny
exprimovaly fragment mezi 94. a 249. aminokyselinou mysiho proteinu WT1, ktery sestaval
z n€kolika znamych epitopt specifickych pro cytotoxické T-lymfocyty (CTL; cytotoxic
T-lymphocytes). Jako nejefektivngjsi se ukazaly peptidové vakciny aplikované i.d. tetovanim
a podavané spolecné s protilatkou vychytavajici TGFp v nadoru (1).

Dalsim ukolem mé doktorandské prace bylo studium chronické myeloidni leukémie
(CML) a moznosti jeji terapie. Exprese fuzniho proteinu BCR-ABL je charakteristicka
pro vice nez 90% pacienti s CML. Ruzné studie naznacovaly, ze tento protein (pfedevsSim
jeho unikatni zlomové oblast) je imunogen vhodny pro indukci protinddorové odpovédi.
V naSich laboratofich bylo vytvofeno né¢kolik typl vakcin exprimujicich sekvenci dlouhou
25 aminokyselin ze zlomové oblasti uvedené ¢asti proteinu: plasmidové DNA vakciny (21);
vakciny na bazi r'VACV a vakciny z dendritickych bunék (Némeckova, nepublikovana data),
¢i nadorové bunééné vakciny (29-31). V laboratoii Doc. Forstové byly zkonstruovany také
vakciny na bazi MPyV-VLP, ve kterych jsem nedetekovala zadnou BCR-ABL-specifickou
bunécnou protinddorovou odpovéd’. Ukazalo se, Ze nejsou G€inné ani v terapii mysich nadora
(16). Pozdgji se zjistilo, ze protein BCR-ABL neni vhodny imunogen.

Uz nékolik let se v nasi laboratofi vénuje pozornost piipravé rVACV vakcin proti
nadorim asociovanym s lidskym papilomavirem 16 (HPV 16), v posledni dobé predevsim
zvySeni jejich protinadorové uCinnosti ko-expresi riznych imunomodulatori (receptoru
II. typu pro TGFp, Flt3 ligand) (42,43). Naplni moji ¢asti prace bylo studium protinadorové

imunity indukované t€émito rVACV.



K. Babiarova Autoreferat dizertacni prace

5. CILE PRACE

Vyvoj rekombinatnich vakcin proti nddorovym antigenim = specifickym

pro hematologické a solidni nadory:

1) Vyvoj vakciny proti nadorim exprimujicim WT1 a studium efektorovych

mechanizmil protinadorové imunitni odpovédi.

2) Studium imunitni odpovédi proti nadorovému antigenu BCR-ABL po imunizaci

vakcinami na bazi partikuli podobnych mysimu polyomaviru.

3) Studium bunécéné imunitni odpovédi vyvolané imunizaci vakcinami rekombinantniho
viru vakcinie proti nddoriim asociovanym s lidskym papilomavirem 16, u kterych byla
jejich protinddorova Uc¢innost zvySend ko-expresi imunomodulétora (receptoru II. typu

pro TGFp; Flt3 ligand).

6. MATERIAL A HLAVNI METODIKA

V této dizertacni praci byly metodami genového inZenyrstvi zkonstruovany rtizné typy
protinadorovych vakcin. V prvni ¢asti jsme ptipravili DNA vakciny nebo rVACYV, které nesly
fazni gen GUS-WT1 (GUS = pomocny gen pro B-glukuronidazu z bakterie E. coli;
WTI1 = fragment myS$iho proteinu WTI1 o velikosti 155 aminokyselin, mezi 94. a
249. aminokyselinou) nebo nechali nasyntetizovat riizné peptidové vakciny odvozené
od proteinu WT1. V dalsi ¢asti prace byly v laboratofi Doc. Forstové pripraveny chimerické
BCR-ABL VLP, tj. MPyV-VLP, které nesly fragment, o velikosti 177 aminokyselin,
ze spojové oblasti fuzniho proteinu BCR-ABL. Posledni nami zkonstruované rVACV vakciny
exprimovaly u¢inny, vysoce imunogenni nddorovy onkoprotein HPV16-E7 v rekombinantni
form¢ SigE7TLAMP (Sig = signalni sekvence membranového proteinu asociovaného
S lyzozomem 1 (LAMP1); E7 = virovy onkoprotein HPV16-E7; LAMP = transmembranové a
intracelularni doména LAMP1) spole¢né s nasledujicimi imunomodulétory: extraceluldrni
cast receptoru II. typu pro TGFB (TGFBRII), resp. jeho upravenou variantu fizovanou
s Fc fragmentem IgG (TGFBRII-Fc) nebo FIt3 ligand (FIt3L).
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Pro stanoveni uc¢innosti téchto vakcin byly v této praci pouzivany mysi modely Balb/c
(vakciny pro terapii CML, resp. BCR-ABL+ nadory) a C57Bl/6 (vakciny pro terapii WT1+
anebo HPV16-E7+ nadort)). Ve vSech experimentech byly mysi imunizovany jednotlivymi
vakcinami nebo jejich kombinacemi (viz nize popsané¢ imunizacni schéma). Ve vétSiné
experimentl byly 12 dni po posledni imunizaci mySim odebrany sleziny. Vyizolované
splenocyty se pouzivaly jako vychozi materidl pro testovani protinddorové bunééné imunity
in vitro, indukované vakcinami. Na stanoveni funk¢nosti T-lymfocyti indukovanych danou
vakcinou jsme vyuzivali pievazné test ELISPOT-IFNy (CTL, Th-1 odpovéd’). Tato metoda
byla provadéna ihned po izolaci splenocyti (ex vivo, tj. 20hod inkubace in vitro) nebo
po 6-denni kultivaci in vitro s danym stimulantem. Jako stimulanty byly pouzity pievazné
epitopy odvozené z daného TA.

Pti sledovani imunologického u¢inku vakcin namifenych proti HPV16-E7 byl test
ELISPOT-IFNy doprovazen detekci HPV16-E7-specifickych CTL pomoci pritokoveé
cytometrie, kde jsme méfili buiikky pozitivni na marker CD8 a na fluorescenéné znaceny
(R-phycoerythrin) tetramer H-2D"/E74q57 (Pelimer, Sanquin, NL).

V né€kterych experimentech jsme na pratokovém cytometru sledovali také
imunosupresivni faktory, pfedev§im populaci Treg prostfednictvim fluorescenéné znacenych
protilatek proti markerim CD4, CD25, FoxP3, a to hlavné Vv Cerstvé izolovanych buiikach
lymfatickych uzlin z imunizovanych mysi.

Utinnost pfipravenych protinadorovych vakcin se sledovala také in vivo na mysim
modelu na zdkladé pozorovani zpomaleni ristu, resp. ustupu nadorli. VétSina experimentl
byla zaméfena na sledovani imunoterapeutického efektu dané vakciny. Nejdiiv byly mySim
subkutanné (s.c.) aplikovany modelové nadorové bunééné linie (WT1+ linie TRAMP-C2
odvozena z nadoru prostaty mysi C57B1/6; BCR-ABL+ leukemicka mysi bunécna linie 12B1
odvozena z mysi Balb/c; HPV16-E7+ linie TC-1 odvozena z plicniho epitelu mysi kmene
C57B1/6). Den pot¢é mySi obdrzely danou vakcinu. DNA vakciny byly podavany
intradermalné (i.d.) pomoci genové pistole, rVACV intraperitonealné (i.p.), MPyV-VLP i.p.
anebo intranazadlné¢ (i.n.) a peptidy nejdiiv s.c., pozdéji i.d. tetovanim. Nasledn¢ byla
Vv ¢asovych intervalech méfena velikost nadorii. V nékterych experimentech jsme sledovali
potencial ptipravenych vakcin v preventivnim schématu imunizace. V tomto piipadé byla
mysim nejdiiv podana dana vakcina, o dva tydny pozdéji dand modelova nadorova bunécna

linie.
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7. VYSLEDKY

Predkladand dizertacni prace byla zamétena na vyvoj a predevsim stanoveni ucinnosti
rekombinantnich vakcin proti nasledujicim nadorovym antigenim: (a) WTI, autologni
protein, jehoz zvySend exprese anebo mutovanid forma je typickd pro razné solidni a
hematologické nadory; (b) fuzni protein BCR-ABL, charakteristicky pro hematologické
onkologické onemocnéni CML; (c) virovy onkoprotein HPV16-E7, jehoz pulisobeni
(ve spolupraci s HPV16-E6) vede k vzniku cervikalniho karcinomu po perzistentni infekci
rizikovym typem papilomaviru. Byly pfipraveny rizné typy vakcin: genetické (DNA,
rVACYV), VLP a peptidové.

V prvni ¢asti jsme pfipravili nékolik typt vakcin exprimujicich fizni protein
GUS-WTI (DNA, rVACYV a peptidové vakciny). Peptidy WT122.140 @ WT126.134, poddvané i.d.
tetovanim spolecné s nemetylovanymi CpG oligonukleotidy (CpG ODN), vyvolavaly
signifikantn¢ vyssi IFNy+ WT1-specifickou T-bunéénou imunitni odpovéd nez ty samé
vakciny podavané s.c. spolecné¢ s CpG ODN v kombinaci s nekompletnim Freundovym
adjuvans (IFA) nebo neZ imunizace jinymi typy vakcin. V terapii mySich TRAMP-C2 nadort
se ukazaly peptidy WT1122-140 8 WT1126.134 nejucinngjsi ze vSech piipravenych vakcin pouze
tehdy, kdyz byl pomoci monoklonalni protilatky (mAb) neutralizovan TGFp, jez bunky
TRAMP-C2 produkuji v hojné mife. Jiné ovlivnéni, jako odstranéni Treg, deregulace exprese
pomoci 5-azacytidinu nebo zvySeni molekul MHC 1. tfidy pomoci poly I:C protinadorovy
efekt imunizace prott WT1 nezvysilo. Pfi srovnani s genetickymi vakcinami (DNA, rVACV)
meélo tetovani peptidovymi vakcinami nejvétsi inhibi¢ni G¢inek na rist TRAMP-C2 nadort.

Dal8im tkolem mé dizerta¢ni prace bylo studium imunitni odpovédi proti nddorovému
antigenu BCR-ABL po imunizaci vakcinami na bazi MPyV-VLP. V laboratoii Doc. Forstové
byly zkonstruovany chimerické virové partikule BCR-ABL VLP, sestdvajici ze sekvence
o velikosti 171 aminokyselin ze zlomové oblasti BCR-ABL, vloZzené do MPyV-VLP.
Nezjistila jsem zadnou aktivitu BCR-ABL-specifickych CTL, ani pfitomnost IFNy pozitivni
BCR-ABL specifické T-bunécné imunitni odpovédi. Detekce IgG a IgM protilatek
specifickych proti BCR-ABL vedla téZ k negativnim vysledkim. Pozorovani potvrzuji,
ze zlomova oblast fuzniho proteinu BCR-ABL je hodné slabym imunogenem.

Posledni cast této prace byla zaméfena na studium bunééné imunitni odpoveédi
vyvolané imunizaci vakcinami rVACV proti nddorim asociovanym s lidskym papilomavirem

16, u kterych byla jejich protinddorové uc€innost zvySena ko-expresi imunomodulatort
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(TGFBRII); FIt3L). Zkonstruovali jsme rVACV vakciny exprimujici SigE7TLAMP
s ko-expresi solubilni formy TGFBRII nebo TGFBRII-Fc nebo s ko-expresi FIt3L. Ko-exprese
téchto imunomoduléator byla fizend pod ¢asnym HS5 nebo syntetickym ¢asné/pozdnim E/L
promotorem rVACV.

Exprese TGFBRII a TGFBRII-Fc neovlivnila mnozeni rVACV in vitro, ani in vivo.
Rozdily ve vyvolani HPV16-E7 specifické IFNy pozitivni T-bunééné imunitni odpoveédi mezi
dvojitymi rVACV a rVACV exprimujicimi jenom SigE7LAMP byly minimdlni. Zjistila jsem
zvySenou bunéfnou imunitu specifickou pro VACV-E3 po imunizaci dvojitymi
rekombinantami rVACV. Produkce TGFBRII pod kontrolou H5 promotoru VACV
signifikantné zvysila G€innost rIVACYV vakciny pfi terapii TC-1 nadorti u mysi.

Testovani produkce FIt3L in vitro ukézalo vyssi produkci FIt3L pod kontrolou
promotoru E/L nez pod HS5, in vivo naopak vyss$i expresi FIt3L pod kontrolou H5 nez
pod E/L. MnozZeni téchto virQ in vitro a in vivo nebylo ovlivnéné produkei FIt3L. V nékterych
intervalech po imunizaci ukazala detekce buné¢né imunitni odpovédi zvySené mnozstvi
IFNy+ T-lymfocytt specifickych pro HPV16-E7 u dvojité rekombinanty rVACV s expresi
FIt3L pod H5 promotorem rVACV. Pozitivni efekt protinadorové imunity vyvolané touto
rekombinantou rVACV se projevil jak v terapii, tak v protekci mysi proti HPV16-E6 a
HPV16-E7 pozitivnich nddorovych bun¢k TC-1. ZvySena exprese FIt3L pod HS vedla
k inhibici expanze CD11b+Gr-1+ MDSC a k narustu CD11b+CD11c+ DC ve slezinach

imunizovanych mysi.

8. DISKUZE

Cilem této prace bylo pfedevsim studium bunécné imunitni odpovédi rekombinantnich
vakcin namifenych proti né€kolika nadorovym antigentim, specifickym pro hematologické a
solidni nadory. Uginnost piipravenych vakcin se sledovala in vivo na my$im modelu
na zakladé¢ dvou hlavnich kritérii. Prvnim bylo pozorovani zpomaleni riistu, resp. ustupu
nadordi. Druhym, a zaroven mym hlavnim tkolem, byla detekce protinddorové imunity,
kterou tyto vakciny vyvolavaji.

Na sledovani funkcnosti T-lymfocytid indukovanych nékterou z pfipravenych vakcin
jsem vyuzivala prevazné test ELISPOT-IFNy. I kdyz je sekrece IFNy typicka i pro jiné slozky

imunity (napi. NK-buiky), jeho nejvyssi hladiny jsou produkovany aktivovanymi
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T-lymfocyty (35). JelikoZ nestimulované T-lymfocyty produkuji nepatrné mnozstvi cytokint,
je potfebna jejich stimulace in vitro s vybranymi peptidy (33). Jako stimulaéni peptidy jsem
pouzivala ptevazné CTL epitopy, specifické pro MHC molekuly I. tfidy. Vzhledem
na extrémni citlivost mnozicich se CTL na koncentraci peptidu v kultivatnim mediu a
na jejich riiznou afinitu k H2-D®, jsem nejdiive musela vybrat vhodny peptid-epitop a stanovit
jeho optimalni koncentraci pro experimenty in vitro. CTL epitopy byly vybrany na zakladé
literatury a predikce pouzitim algoritmid RANKPEP a SYFPEITHI. Detekce
HPV16-E7-specifické T-bunécné imunitni odpovédi byla v nasi laboratofi uz zavedena
(H-2D" peptid HPV16-E749.57, tj. RAHYNIVTF) (23). Optimalizovala a zavadéla jsem test
ELISPOT-IFNy pro stanoveni WTl-specifické T-bunééné imunity a VACV-specifické
imunity.

Nejdiiv jsem otestovala odpovéd’ proti CTL epitopiim z proteinu WT1, predikovanym
z literatury a dle vySe popsaného algoritmu. MySi byly imunizovény s.c. syntetickymi
nonapeptidy (odvozené od té ¢asti mysiho proteinu WTI, kterou exprimuji zkonstruované
genetické vakciny, tj. WT1126-135, WT1136-144, WT1130-138, WT 125233, WT1235.243) V kombinaci
SIFA ve smési s CpG ODN pro nespecifickou stimulaci imunity. Zjistila jsem, Ze
nejimunogenngjsi je peptid WT1126.135, ktery jsem pak pouzivala ve vech experimentech pro
testovani WT1-specifické imunitni odpovédi imunizovanych mysi.

Pro optimalizaci metody ELISPOT-IFNy na stanoveni VACV-specifické T-bunééné
imunitni odpovédi byl nejdiiv vybran (pouzitim vySe popsaného algoritmu) peptid
VACV-E3140-14s (VGPSNSPTF). Byl popsan jako H2-D¢ afinitni, mezi poxviry vysoce
konzervovany epitop, vhodny pro detekci VACV-specifickych CTL u Balb/c mysi (39).
V nasi laboratofi byla nalezena vhodnost tohoto peptidu pro detekci odpovédi C57Bl/6 mysi,
kde se peptid vaze na molekulu H-2D. Mysi C57Bl/6 byly imunizovany viry rVACV
s expresi GUS (1). Zjistila jsem, Ze splenocyty z téchto mysi vykazovaly vysoké mnozstvi
VACV-E3140-144 specifickych IFNy + spotli, zatimco kontrolni skupina mysi (po aplikaci
PBS) byla negativni. Podobné negativni vysledky jsem ziskala po stimulaci splenocyti

z téchto mysi s kontrolnim, irelevantnim peptidem HPV16-E749.57.
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Vyvoj vakeciny proti nadorim exprimujicim WT1 a studium efektorovych

mechanizmii protinadorové imunitni odpovédi

Dnes uspésné aplikované peptidové vakciny pro terapii WT1+ nadord jsou omezeny
na lécbu pacientll s konkrétnimi HLA molekulami, kterymi jsou tyto epitopy prezentovany.
Proto byly v nasi laboratofi pfipraveny DNA a rVACV vakciny, které mély byt pouzitelné
na lécbuu vsech pacientd, bez ohledu na typ HLA. Zkonstruované genetické vakciny
exprimovaly fuzni gen GUS-WTI1. GUS udili fuzovanym antigenim vétSi imunogennost.
Dany fragment mysiho proteinu WT1 byl vybran hlavn€ proto, Ze obsahuje vicero CTL
epitopt specifickych pro H-2D"° myS$i molekuly: WTl1i26.135 (RMFPNAPYL), WT1136144
(SCLESQPTI) a WT1235243(CMTWNQMNL) (14,27) a ma vysokou homologii (96%
aminokyselinové sekvence) s molekulou lidského proteinu WT1 (5,12).

DNA a rVACV vakciny nebyly dostatecné imunogenni, co miiZe souviset se
strukturou fizniho genu. Zda se, ze GUS je vhodnéjsi pro imunizaci proti virovym proteiniim,
ale ne proti autolognimu proteinu WT1. Do studie byly proto zahrnuty i peptidové vakciny
odvozené od mysiho proteinu WTI, u kterych byla pfedpovézena nebo popsana funkce
epitopu specifického pro MHC molekuly I. a/nebo II. tiidy (WT1li26135, WT1122-140,
WT1122.144).

Dodnes bylo uskute¢néno nékolik experimentalnich a klinickych studii, které prokazaly
ucinnost peptidovych vakcin, odvozenych od proteinu WTI1, aplikovanych s.c. anebo i.d.
V této praci jsme zavedli novy zplisob i.d. podani WT1 peptidi, tetovani. V nasi laboratofi
bylo Gspésné pouzito uz pro imunizaci onkoproteiny HPV16-E6 a HPV16-E7, kdy se ukazalo,
ze efektivnost peptidovych vakcin vyrazné ovliviiuje zptisob aplikace (32). Zjistila jsem, Ze
i.d. podani peptidi tetovanim v kombinaci sCpG ODN vyvolava signifikantné vyssi
WT1-specifickou IFNy+ T-buné¢nou imunitni odpovéd’ nez s.c. podani téch samych peptida
v kombinaci sIFA+CpG ODN. Dale jsem pozorovala, Zze delsi peptidy WTli.140 @
WT1120-144 jSOU imunogennéjsi nez nonapeptid WTli135. Tento vysledek je v souladu
S pozorovanim v laboratofi RNDr. ReiniSe, kde zkousSeli Gi¢innost peptidovych vakcin proti
tumoru exprimujicimu onkoproteiny HPV16-E6 a HPV16-E7 s deficienci MHC molekul
I. t¥idy (36). Delsi peptid WT 1122140 indukoval WT1-specifickou IFNy+ T-bunéénou imunitni
odpovéd’ jenom proti peptidu, kterym byla my$ imunizovana, avSak ne proti CTL specifickym
pro epitop WT112.135 (jenz je jeho soucasti). Pfi¢inou miize byt nedostatecné zpracovani WT1

proteinu v APC.
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Bunécna linie TRAMP-C2 je typicka snizenou expresi MHC molekul 1. tfidy na svém
povrchu (19), co muze byt zpisobeno epigenetickymi mechanizmy. Bylo prokazano, ze
inkubace nadorovych bungk s inhibitory deacetylaz histont (jako 5-azacytidin (5-azaC) nebo
poly I:C) vede ke zvysené expresi MHC molekul I. tfidy na povrchu téchto nadorovych
bunék, piedevsim prostiednictvim stimulace produkce IFNy (9,13,24,26). I v této dizerta¢ni
praci se potvrdilo, ze inkubace TRAMP-C2 s IFNy, 5-aza-C nebo poly [:C zvySuje expresi
téchto molekul na povrchu TRAMP-C2, avSak vliv téchto latek na imunizacni efekt
zkonstruovanych vakcin nebyl prokazan.

Ovétovali jsme také, zda pfitomnost Treg v nadoru (jako inhibitoru protinddorové
imunity) muze potlacit imunogennost zkonstruovanych vakcin. Aplikace mAb anti-CD25
mysim sice vedla k polovi¢nimu snizeni Treg i 50. den po jejim podéni, avSak kyzeny efekt
na vakcinami vyvolanou imunitu i na riist TRAMP-C2 nadoru nebyl pozorovan.

Dilezitou roli v diferenciaci a indukci Treg v tumoru sehrava TGFp, jehoz efekt je
mozné blokovat pomoci protilatek (6,20,25). Nadorova linie bunek TRAMP-C2 produkuje
TGFB vhojné mife. 1 kdyz neutralizace TGFB nijak neovlivnila imunitni odpovéd
indukovanou peptidovymi vakcinami po i.d. aplikaci tetovanim, rist nadorat TRAMP-C2 byl
Vv pfitomnosti mAb anti-TGFP signifikantné¢ zpomalen. Imunizace peptidy toto zpomaleni
jesté prohloubila. Zda se, Ze hlavnim cilem imunosupresivniho ptisobeni TGFp v TRAMP-C2
nadorech nejsou Treg, ale jiny, zatim neznamy mechanizmus, ktery vede k inhibici efektu

protinddorové imunity indukované peptidovymi vakcinami.

Studium imunitni odpovédi proti nadorovému antigenu BCR-ABL po imunizaci
vakcinami na bazi MPyV-VLP

Mnohé studie poukazaly na to, Ze unikdtni zlomova oblast BCR-ABL (fizni protein
typicky pro CML) mizZe byt vhodnym imunogenem pro indukci protinadorové imunity
(2,7,41). Vsechny zkonstruované vakciny (chimerické BCR-ABL VLP, zkonstruované
v laboratofi Doc. Forstové; rizné DNA a rVACV vakciny, exprimujici ¢ast BCR-ABL,
ptripravené v nasi laboratofi) selhaly v protekci Balb/c mysi nebo v terapii jejich nadort
zpusobenych podanim nadorové bunécéné linie 12B1. TaktéZ jsem nedetekovala Zadnou
[FNy+, ani IL-2+ BCR-ABL specifickou protinadorovou imunitni odpovéd’ ve splenocytech
mysi imunizovanych jednotlivymi vakcinami. Ze vSech téchto pozorovani (21)(Publikace 2;

nepublikovana data) je mozné usoudit, Ze zlomova oblast BCR-ABL neni vhodny imunogen,
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jelikoz nevyvolava indukci BCR-ABL specifickych CTL, ani B-bun¢k zodpovédnych
za tvorbu anti-BCR-ABL protilatek. Tyto vysledky jsou v souladu i s pozorovanim jinych
skupin (40). Objevila se studie, ktera vedla kindukci CTL prostfednictvim DC
transfekovanych BCR-ABL mRNA (z bunék K562 nebo CML blasti). Vznikl¢ CTL vSak
nebyly schopny rozeznavat epitopy odvozené z fuzniho proteinu BCR-ABL (15). V jiné studii
se zjistilo, Ze imatinibem navozena inhibice tyrozin-kindzové aktivity BCR-ABL proteinu
zpusobuje ubytek exprese TA (vCetné WTI, Bcl-2), coz vede k poklesu CML-specifickych
CTL (3).

Dle nové hypotézy, nikoli protein BCR-ABL jako takovy, ale pravé jeho biologicka
aktivita miize mit vliv na expresi jinych genti kodujicich potencialni TA, a tim na indukci

CTL namifenych proti leukemickym buitkam CML (15,37).

Studium bunééné imunitni odpovédi vyvolané imunizaci rVACYV proti nadorim
asociovanym s HPV 16, u kterych byla jejich protinadorova ucinnost zvySena

ko-expresi imunomodulatori (TGFBRII; FIt3L)

Utinnost protinadorové rVACV vakciny lze zvysit, kdyZ jsou riizné imunomodulatory
(cytokiny, chemokiny, rustové faktory, kostimulacni molekuly) exprimovéany tim samym
r'VACV vektorem jako TA, napt. GM-CSF (17), CD40L (10) apod.

Zamérem této casti prace bylo zvySeni terapeutického potencidlu rVACV vakciny
s expresi SigE7TLAMP simultanni ko-expresi inhibitortt TGFp. Diky blokaci tohoto cytokinu
muze dojit k aktivaci dostatecné silné protinddorové HPV16-E7 specifické imunitni odpovédi
a k efektivngj$i terapii nadort TC-1. Diivejsi studie ukazala, ze TA-specifickou imunitni
odpovéd’ je mozné zvysit aplikaci DNA vakciny s inkorporovanym genem pro solubilni
formu TGFBRII (18). Inhibice TGFP pomoci tohoto receptoru vedla ke zvyseni CD8+ CTL
ve slezinach mysi a jejich nadorech, uc¢innych proti malignimu mezoteliomu (38).

JelikoZ jsem u dvojité rekombinanty rVACV, exprimujici solubilni TGFBRII pod HS
promotorem, nezjistila zvySené mnozstvi T-lymfocytt specifickych pro TA HPV16-E7 a rlst
nadortt TC-1 byl zpomalen, hledali jsme jiné vysvétleni.

Nase hypotéza vychazi ze zjiSténi, Ze tato rekombinanta produkuje kromé solubilni
formy TGFBRII 1 vétsi mnozstvi méné glykozylované formy TGFBRII. Ta mutze byt
vyluovéna z buiiky odliSnymi mechanizmy nez klasicky TGFBRII, napt. exozomy. Protoze

mohou fuzovat s membranami sousedicich bun€k, napomahaji transportu riznych proteind
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mezi buitkami. Timto zptisobem by mohl byt do CTL anebo NK-bunék doru¢en TGFp
navazany na membranovy receptor a snizovat jejich aktivitu (8).

Dal$i moznosti pro zvySeni imunogenicity rVACV vakciny je vlozeni genu
pro solubilni faktor, ktery pfimo aktivuje APC, coz vede k lepsi stimulaci rtVACV vakcinou
indukované protinadorové imunity. Tuto funkci spliuje rustovy faktor FIt3L, ktery indukuje
expanzi plasmacytoidnich DC in vitro, a téz je znam svymi adjuvantnimi vlastnostmi a
protinadorovou aktivitou in vivo. Extracelularni doména FIt3L a ucinky tohoto cytokinu jsou
u ¢lovéka a mysi zaménitelné, proto jsme zkonstruovali rVACV, které exprimovaly kromé
SigE7LAMP i lidsky FIt3L.

Zjistili jsme, ze ko-exprese FIt3L vede ke zvySenému vyskytu HPV16-E7-specifické
I VACV-E3 specifické imunitni odpovédi v porovnani s rVACV exprimujici pouze
SigE7LAMP. Pozitivni efekt protinadorové imunity vyvolané touto dvojitou rekombinantou
rVACYV se projevil jak v terapii, tak protekci mysi proti HPV16-E6 a HPV16-E7 pozitivnim
nadorovym buitkam TC-1. Létba vedla k regresi nadorii mensich nez 4 mm?, ale neovlivnila
rast vétsich nadord.

Z riaznych studii se ukazalo, ze aplikace FIt3L mySim vede k expanzi DC, a tim
k zvysené frekvenci NK-bunék a B- a T-lymfocytt (11,22,34). Na druhou stranu, rVACV
jsou znamé¢ indukci imunosuprese adaptivni imunitni odpovédi, ktera je zprostiedkovana
MDSC v nadoru (napomahajici tniku nadoru pted imunitou) (4). Ukazalo se, ze nejucinnéjsi
vakcina v naSem modelu inhibuje expanzi CDI11b+ Gr-1+ MDSC a zvySuje hladinu
CD11b+ CD11c+ DC ve sleziné mysi imunizovanych touto vakcinou. Taktéz se vi, Ze na vyse
popsanou expanzi DC a piepnuti na Thl typ imunitni odpovédi je tieba opakované podavat
FIt3L, nejlépe v pribéhu 10 dnu (28). Stejného efektu, jak se ukazalo v této praci, je schopna
jedna davka rVACV ko-exprimujiciho tento cytokin. OvSem pod podminkou, Zze kmen
VACYV, ktery se pouzije na konstrukci takového typu vakciny, musi byt schopny replikace
uvnitt sav€ich bunék. Pokud byly myS$i imunizovany dvojitou rekombinantou rVACV kmene
MVA, ktery se v sav€ich buiikach nereplikuje, exprese FIt3L byla kratkodoba. Ackoli jsme
detekovali vy$$i imunitni dopovéd’, omezena koncentrace uvedeného cytokinu nevedla

k dostate¢nému protinadorovému efektu.
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9. ZAVERY

V této préaci jsme zkonstruovali a predevSim na mySim modelu stanovili uc€innost
rekombinantnich ~ vakcin  proti  nékolika  nadorovym  antigenim,  specifickym
pro hematologické a solidni nadory.

Proti nadorim pozitivnim na autologni protein WT1 byly zkonstruovany DNA
vakciny a vakciny na bazi rVACV, které exprimovaly sekvenci mySiho proteinu WT1 (mezi
94. a 249. aminokyselinou). Peptidové vakciny byly odvozeny z t& samé ¢asti uvedeného
proteinu. Nasli jsme vhodny biologicky model pro stanoveni vlivu pfipravenych vakcin
na rust nadorf, tj. WT1+ bunécnou linii TRAMP-C2, charakteristickou vysokou produkci
imunosupresivniho TGFp. Zavedli jsme a optimalizovali test ELISPOT-IFNy pro detekci
vakcinami vyvolané WTl-specifické, jako 1 rVACV vakcinami vyvolané VACV-E3
specifické T-bunééné imunitni odpovédi. Protinddorovy efekt piipravenych vakcin se podaftilo
zvysit jenom neutralizaci TGFf. Jiné ovlivnéni nebylo u¢inné (zvySeni molekul MHC 1. tfidy
pomoci poly I:C nebo demetylace téchto genti pomoci 5-azacytidinu, ¢i odstranéni Treg).
V pfitomnosti protilatky proti TGFP se jako nejucinngjsi ukazaly peptidy aplikované i.d.
tetovanim, jak v terapii nadorit TRAMP-C2, tak v indukci IFNy+ protinadorové odpovédi
namifené prott WT1.

V laboratofi Doc. Forstové byly pfipraveny vakciny na bazi partikuli podobnych
mySimu polyomaviru, které nesly fragment o velikosti 177 aminokyselin ze spojové oblasti
fazniho proteinu BCR-ABL. V nasi laboratofi byly zkonstruovany 1 jiné typy vakcin
(rVACV, DNA) sexpresi peptidu dlouhého 25 aminokyselin z t¢ samé oblasti proteinu
charakteristického pro CML. Ani jedna z téchto vakcin neindukovala BCR-ABL-specifickou
T-bunécnou imunitni odpovéd’, ani nebyla ucinnd v terapii mySich leukemickych nadort.
Ukazalo se, ze protein BCR-ABL neni vhodny imunogen.

Proti nddorim asociovanym s HPV16 byly zkonstruovany rVACV vakciny s expresi
SigE7LAMP, tj. imunogenni formy onkoproteinu HPV16-E7, jejichZ ¢innost se podafilo
zvysit ko-expresi TGFBRII ¢i FIt3L. VSechny dvojité rekombinanty vyvolaly imunitu, ktera
vedla k redukci mysich nadord TC-1, pozitivnich na HPV16-E6 a HPV16-E7. Ko-exprese
FIt3L snizovala expanzi imunosupresivnich MDSC, zvySovala mnozstvi DC a méla pozitivni
vliv na indukci funkéni HPV16-E7-specifické protinddorové imunity. Ackoli produkce
TGFBRII nezvysila bunéfnou imunitu namifenou proti HPV16-E7, vedla ke zvySeni
protinadorové imunity jako takové, v disledku neutralizace imunosupresivniho vlivu TGFf

V nadorovém mikroprostiedi.
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vaccinia virus. S.Nemeckova, K. Zurkova, P. Otahal, P. Chlanda, K. Babiarova

K. Mocova, J. Mackova, P. Hainz and L. Kutinova

6th Annual meeting of Cancer Immunotherapy, Mainz, Némecko (15.-16.5.2008) —
DNA vaccine against WT1 tumor antigen. E. Oufadnikova, J. Mackova, K. Babiarova,
V. Lucansky, P. Hainz. M.Smabhel. L. Kutinov4, S. Némeckova

17th International Poxvirus and Iridovirus Conference, Grainau (Bavaria), Némecko
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(7.-12.6.2008) — Co-expression of FIt3L enhances T cell response induced by
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HPV16 induced tumors. K.Zarkova, P. Otahal, K.Babiarovd, J Krystofova, J.
Mackova, P.Hainz, L. Kutinova, S. Némeckova

. Recent advances in cancer immunotherapy with an emphasis on cancer, Atheny,
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against HPV16 induced tumors. K.Zurkova, P.Otahal, K.Babiarova, J.Krystofova,

J.Mackova, P.Hainz, L.Kutinova, S.Nemeckova
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J.Mackova, K.Babiarova,V.Lucansky, P.Hainz, M.Smahel, L.Kutinova, S.Nemeckova
7th annual meeting: CIMT: cancer immunotherapy, Mainz, Némecko (3.-5.6. 2009) -
Immunotherapy of HPV induced tumors with recombinant vaccinia viruses expressing
soluble TGFbeta receptor Il and HPV16-E7 protein in mice. K.Zarkova, P.Chlanda,
Z.Samkova, K.Babiarova, P.Hainz, J. KryStofova, L.Kutinova, S.Némeckova

15th world congress on advances in oncology and 13th international symposium on
molecular medicine, Loutraki, Grécko (7.-9.10.2009) - DNA vaccines against bcr-abl-
transformed cells. V. Lucansky, E.Sobotkova, R.Tachezy, M.Duskova, K.Babiarova
K.Mocova, J.Mackové, P.Gabriel, J.Suttnar, L.Kutinovd, M.Smahel, S.Némeckova,
V.Vonka

8th annual meeting: CIMT: cancer immunotherapy, Mainz, Némecko (26.-28.5. 2010)

— Development of different types of vaccine against WT1 tumor antigen. K.Babiarova

L.Kutinova, E.Brabcova, J.Krystofova, P.Hainz, S. Németkova

1st international conference on advances in cell and gene therapy and immunotherapy:
from basic research to clinical application and 3rd workshop on immunotherapy,
Mikulov, CR (23.-25.9. 2011) - Development of different types of vaccine against WT1
tumor antigen. K.Babiarova, L.Kutinova, E.Brabcova, J.KrysStofova, P.Hainz, S.
Némeckova

9th annual meeting: CIMT: cancer immunotherapy, Mainz, Némecko (25.-27.5. 2011)
— Development of experimental vaccines against WT1 tumor antigen. K.Babiarova

L.Kutinova, E.Brabcova, J.Krystofova, P.Hainz, S. Némeckova

11th annual meeting: CIMT: cancer immunotherapy, Mainz, Némecko (14.-16.5.
2013) — Immunization with WT1-derived peptides by tattooing inhibits the growth of
TRAMP-C2 prostate tumor in mice. S.Némeckova, K.Babiarovd, K.Zurkova,
J.KryStofova, P.Hainz, J.Musil, L.Kutinova

11th annual meeting: CIMT: cancer immunotherapy, Mainz, Némecko (14.-16.5.
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e prezentace:

1. od 2006 dosud 4x prezentace na spolecné konferenci postgradudlnich studentt
projektu GACR (jednou na téma "Experiments with the recombinant vaccinia viruses
carrying the critical bcr-abl epitope”, 3x na téma "Effect of viral 3-beta
hydroxysteroid dehydrogenase on immunogenicity of MVA virus")

2. od roku 2011 2x prezentace na konferencich PHD student na UHKT na téma ,,Vyvoj

experimentalni vakciny proti proteinu WT1*
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