Jihogeska univerzita vCeskych Budjovicich
Prirodovédecka fakulta

Diplomova prace

2011 lva Fornbaumova






Jiho¢eska univerzita vCeskych Budjovicich

Piirodovédecka fakulta

Studium protinddorového pisobeni viru Langat

Diplomova prace

Bc. lva Fornbaumova

Skolitel: RNDr. Jan Zenka, CSc

Ceské Budjovice, 2011



Fornbaumova, I., 2011: Studium protinadorovéhsgbeni viru Langat.

[Study of the anticancer efficacy of virus Landdgr. Thesis, in Czech] — 56 p., Faculty of
Sciences, The University of South Bohenlaské Buéjovice, Czech Republic.

Annotation:

The aim of this thesis was to study the efficaciarigat virus as a oncolytic virus.
Subsequently we tried to increase its anticandkrance on the basis of combination with
same imunomodulators.

Prohlaseni

Prohlasuji, Ze svoji diplomovou praci jsem vypragavsamostatnpouze s pouzitim
prameri a literatury uvedenych v seznamu citované liteyatu

Prohlasuji, Ze v souladu s § 47b zakén&11/1998 Sb. v platném &m souhlasim se
zveejrénim sveé diplomoveé prace, a to v nezkracené pddobupra¥ vzniklé vypusinim
vyznaienychc¢asti archivovanychitodowdeckou fakultou - elektronickou cestou ve
verejré pristupnésasti databaze STAG provozované diskou univerzitou Ceskych
Budkjovicich na jejich internetovych strdnkach, a taaehovanim mého autorského prava
k odevzdanému textu této kvalifikai prace. Souhlasim déle s tim, aby toutéz elektkon
cestou byly v souladu s uvedenym ustanovenim zakahil/1998 Sb. zwejrény posudky
Skolitele a oponefitprace i zaznam o fio¢hu a vysledku obhajoby kvalifikai prace.
RovreZz souhlasim s porovnanim textu meé kvalifikprace s databazi kvalifikaich praci
Theses.cz provozovanou Narodnim registrem vysoksi§kah kvalifikainich praci a
systémem na odhalovani plagiat

V Ceskych Budjovicich 15. 12. 2011 ...............

Iva Fornbaumova



Podekovani:

Na tomto mist bych rada potkovala svému Skoliteli RNDr. Janu Zenkovi za dkv
vedeni diplomové prace, za jeho obrovskodlivpst, za cenné rady &pominky. Dale
bych rada potkovala celému kolektivu Odteni imunologie parazitdéz Parazitologického
ustavu AVCR v Ceskych Budjovicich za umozéni provedeni této prace, jmenavitych
pak radda pogkovala doc. RNDr. Janu Kopeckému, CSc. za jehotochaesticnost. Déle
bych rada potkovala RNDr. Danielu RZkovi, PhD za pomocippraci s virem Langat a za
cenné ppominky a rady. Mé velké pékovani paii také rodig, ktera n¢ velice
podporovala po celou dobu mého studia, a takeélp ktery byl moji silnou oporou v mém

shazeni.



L. UVOO <o e ettt ettt ettt et e et et ae et et aeeteete et et et neeneere e
1.0 RBKOVING ...ttt mmmmm ettt ettt e e e e e e e e e e e e s s ammmn e e et e e e e e e e e e e e e e e e e aanas 1
1.1.1 Zleni nadoit podle typu tKAB ..........cevvveiiiiiiiiee e 2
1.2 MEIANOM ...t ettt e et e e e e e e e 2
1.3 ProtiNAAOrOVA IMUNITAL .......coiiiiiiiieeee et e e 3
1.3.1 Burcni ¢initelé protinAdorove IMUNILY .........coovviiicee e e 4
I 0 A A I 10 1) 0 03 V2SSO 4
1.3.1.2 NK BEIKY .ottt ee e s st rnaend 5
1.3.1.3 GranUIOCYLY .....cccoiiiiiiiiiiiiiiiiimmmmmm ettt r s e e e e e e e e e e e e eeeaeeeeeeeeeeseneees 5
1.3.1.4 MAKIOTAQY ...vvvvriiiiiiiiiiiiiiieee e ettt et e e e e e e e e e e e e e e s s s s s nnnnnaaaaaaaaeaeeens 5
1.3.1.5 DendritiCKE BKY .........cuuuiiiiiiiiiiiiiieiee e 5
1.3.2 TGFB vV NAAOroVe iMUNOIOGI «....eeeeeiiiiiiiiieeeimmmmeiiieee et e e e 6..
1.3.3 IL-10 v NAdOrove imuNOIOgii .....cooueiiieiiiiiiiiiiieee e e e e e 6
1.3.4 Obranny mechanismus nadpted imunitni reakCi.............eceeieeeeeees e eeeeenns 7
1.4 ProtiVIrOVA IMUNITA .......coiiiiiiieee e eeeeii et e e me e e e s e e e e e 7
1.4.1 Obranny mechanismusw/gied imunitni reakCi ............cccoeeeeiivievs e e e eeeeeee 9
1.5 ONKOIYHCKE VIIY .ceeeeieieiiiiieee e s e et e ettt s s e e e e e e e e e e aaaaaanaaeaaaeeeeennnnnees 10
1.5, 1 HISTOME ..ceeeiiee ittt e e e st e e e er e e e e e s 10
1.5.2 Strategie vytueni tumor-selektivnich Mir................coooeiiiiiiiieeeeee 11
1.5.3 Geneticky modifikované onkolytiCKE Viry...........cooooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiicceee e 13
13

IR T 0 A N0 (=] To 1V Y PP PP PPPPPPR



1.5.3.1.1 RePlKENT CYKIUS.....cccoiiiiiiiiiiiieiieeiee e 14

1.5.3.1.2 Tumor-selektivni infekce adena@Vir.............ccccoviiiieeee i 14
1.5.3.1.3 Deléni mutanti @deNOWVIK.............coooiiriiiiieiiiiiee e 15
1.5.3.1.4 Adenoviry s tumor-specifickym promotorem..............cccceevvvvvvvvvinnnnnnn 16
1.5.3.2 HErpeS VIrY (HSV) ..uuiiiiie ettt e e e e e e e e e e aaeeeeeaeeeees 16
1.5.3.2.1 Deléeni mutanti Nerpes Mir................uveiiiiiiiiiee e 17
1.5.3.2.2 Herpes viry s tumor-specifickym promobore............coevvevvvvvvvvnnnnnnnnn. 17
1.5.3.3 POXVITY ettt eeeeeee ettt s e e e e e e e e e e e e e e e e aes 18
1.5.3.3.1 VAKCINIA VITUS ...ttt e e e e e e 18
1.5.3.4 POIIOVIIY oottt ettt eeee e e e e e e e e e e e e e eees 18
1.5.4 RIrozert ONKOIYHICKE VIFY ......cooiiiiiiiiiiiiieteeees e e e e e e e e e e e e e e e e e 19.
L1.5.4. 1 REOVITY ..ottt s st e ettt e e e e e e e enana e s e e e eeeeeaeeees 19
1.5.4.2 PAramMYXOVITY ....iiiiiieeeeeeiiiieeeeaeeeeeeeettttaiaan s s s e e e e e e e eaeeeeeeeessssssnnnnnsssssnnnnns 19
1.5.4.2.1 Virus newcastelské choroby (NDV) ..eeeeiiiiiiiiiiiiie e 19
1.5.4.2.2 Virus fiusnice (rod rubulavirus)..............uueennmmmmmneeeeeereeeeenininnnn 20
1.5.4.2.3 VIrUS SPAIBEK .....uuiiiiieeeee it emmmmme e a e e e e e 20
1.5.4.3 RADAOVIIY ...cooeeiieeieiiiie e e s e e e e e e e e e e e e e e e e eeesrennnneeesenssnnnnns 21
1.5.4.3.1 Vezikularni vir stomatitidy (VSV) ...cccceriiiiieeeeiiieiee e 21.
1.6 LanQat VIFUS (LGT) .ooiiiiiiiiiiiiieiiittt ettt e e e e e e e e e e e e eeeee e et b bmmmmnesssssnn e as 21
pZ O L= o] = Lo = PUUPPPURPRRR 25

IV LT = L T 1] (o o | SRR 26



Bl CEMUKAIIE ... e e e e e 26

3.2 LabOratOrNi ZWALA. .......coiieeieeeie et ettt et e e e e e e eeneaa 26
BB VITUS ettt a et e e e e e e e e 26
3.3.1 Vlastni piprava mozkové suspenze viru Langat TP21.........ccoovvvvvvvvveiinnnnnn. 26
3.4 BUIBENE TINIE ...ttt me e e 27
3.4.1 Riprava melanomovych bgk B16-F10 pran vivopoKusy............cccceevvvvvevvnnnnns 27
3.4.2 PlaKOVA TIIACE ...ttt 27
3.5 SI0Zeni ProeNZYMOVE SBil........ccceiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie et e e e e e e e e e s e e eeaaeeaaaaeeas 28
3.6 Transplantace melanomovych BKIBL6-F10 ..............coooiiiiiiiiiiiiiiiie e 28
3.7 MRTENT VEIIKOSE NAAQY..........eeeiiiiii it 28
3.8 DetekCe MELASIAZ .......eveeiiieiii e 29

3.9 Experiment 1: Studium vlivu kombinace proenztenapie a viru Langat TP21 nast
= To [ ¢ D SPSPP 29

3.10 Experiment 2: Studium vlivu podani viru LanglgHK-18"3" pred transplantaci
nadoru s naslednym i. t. infikovanim virem LangRZT. Vliv na fist melanom B16-
F L0, ittt ————— a1 h bttt e e e e e R bttt et e e e e e s beneeeannnreeeaeeeannrrreeeeeeaans 29

3.11 Experiment 3: Vliv p&u inokulanich davek viru Langat TP21 na nadorotgtr. 30

3.12 Experiment 4: Kombinacé&gobeni viru Langat HyHK-18"3" a cyklofosfamidu na
MElANOM BLEB-FLO. ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e as 31

3.13 Experiment 5: Vliv infekce viru Langat TP21maozstvi Zivych butk melanomu
BLO-FLOIN VITIO. ....etteeieiiiiiiiiee et e e e e e e e e e e e ettt e e e e e e e e e e e eeeennnnes 31

3.14 Vyhodnoceni VYSIEK............uuiiiiiiiiie e e e e e 32

YA 1= |1 PSSR 33



4.1 Experiment 1 : Studium vlivu kombinace proenat@napie a viru Langat TP21 na
0TS A =T [ PSSP 33

4.2 Experiment 2: Studium vlivu podani viru LanglgtHK-183" pred transplantaci
nadoru s naslednym i. t. infikovanim virem LangRET. Vliv na fist melanomu B16-
F L0, ittt ————— e+ e e bttt e e e e e Rttt e et e e e e e R e neeeanntreeeaeeeannrraeeeeeeaans 34

4.3 Experiment 3: Vliv p&tu inokulanich davek viru Langat TP21 na nadorostr ... 37

4.4 Experiment 4: Kombinacdigobeni viru Langat HyHK-183" a cyklofosfamidu na
MElANOM BLEB-FLO. ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e as 38

4.5 Experiment 5: Vliv infekce viru Langat TP21 maozstvi zZivych bugék melanomu

T = 0] TR/ 1 (o TSRS 40
o T B 1Y LU 4 < SRR 41
SRR T0 101 4] 1 o VTR 44



1. Uvod

1.1 Rakovina

Rakovina vznikad nekontrolovatelnyneldnim zpravidla jedné lkiky. Jeji nazev je
odvozeny Zeckého slov&arkinos— rak. Rakovina svym klonalninglénim vytv&i atvar —
nador, odboré tumor (z lat.tumere— nadouvat se), ktery nekontrolo¢apienista hranice
napadené tkan Nador nize byt bd’ ohranéeny, a tudiz nezhoubny — benigni (z lat.
benignus— dobrotivy), nebo zhoubny — maligni (z latalignus— zly). Maligni nador je
velmi invazni. Vist4 do tkad, az naruSuje cévni&iu a niize se it krevnim reciStém
nebo lymfatickym systémem do dalSich tkani organisnzaklddat druhotna loziska nailor
tzv. metastaze.

U zdravych budk je rist a @leni kontrolovano mezibudnymi signaly a jejich
pienosem k regulatdém buré¢ného cyklu (Alberts a spol., 1998). Selhani tétatkaly je
piicinou nadorového bujeni. Tento kolap&z®a nastat na urovni produkaestovych faktod
(nap. destékovy ristovy faktor (PDGF), epitelovyastovy faktor (EGF), fibroblastovy
rastovy faktor (FGF)), jejich receptbrv membras (nag. transmembranovy receptor s
kinazovou aktivitouc — erb B receptgoro epidermalnitrstovy fakto), na trovni signalnich
molekul v cytoplasmé (nag. src, ras) nebo transkipich faktofi v jade (nag. jun, myb, c-
myc, fos). Geny kodujicitdezité regul@ni mechanismy se nazyvaji protoonkogeny {nap
cykliny, E2F1, myc, fos, jun, erb) (Hanahan a Weng) 2000). Jejich produkty se podileji
na stimulaci #istu a mnozeni b@k. Zmutovanim d&chto geri vznikaji c-onkogeny (cell
onkogeny), které maji zvySenou aktivitu. Geny,cjefi produkty naopak tlumi proliferaci a
fidi apoptozu, jsou znameé jako tumor supresorové @gesd.. Rb (retinoblastoma), p53),
nebo-li antionkogeny. Bylo prokadzano, Ze genetické&ny protoonkogehh a tumor
supresorovych geérnvedou k nadorovému bujeni (Harrison a spol., 2003)

Imunitni systém odhali a zfiivétSinu nadorovych busk véas. Jak se vSakkterym
nadorovym biikdm podé uniknout imunitnimu systému, neni ggtostatén¢ objasrné.
Ve wtSing pripadi dochazi k selhani kontroly nad l&inou proliferaci az po 4 — 6 mutaci.
Premgna normalni bilky na nadorovou trvaipplizné 5 — 20 let, proto se onkologické
onemocgni projevuje zpravidla u lidi ve vySSiméku. Nezanedbatelny vliv maji také

rodinné genetické predispozice.



1.1.1 C¥leni nadora podle typu tkané

1/ epitelialni (z kryci a vystelkové tk&n
benigni: epiteliom, papilom
maligni: karcinomy
2/ stromalni (z pojivove tké)
benigni: fiboromy (vazivo), myomy (hladké svalstvohondromy (chrupavka)
maligni: sarkomy
3/ hematopoetické (z krvetvornych tkani)
maligni: leukémie a lymfomy
4/ germinomy (ze zarodeych tkani)
benigni: teratomy
maligni: seminom, embryonalni karcinom
5/ neuroektodermu (z CNS a pigmentovychdkukize)
CNS
benigni: gliom, meningeom
maligni: glioblastom, neuroblastom
kuze
benigni: pigmentovy névus
maligni: melanom
6/ naddory ze Zlazovych tkani
benigni: adenomy
maligni: adenokarcinomy

7/ vzacné nadory ostatnich tkani

1.2 Melanom

Je to maligni nador pigmentovych lnmelanocyi. Velkou roli @i jeho vzniku
hraje ultrafialové sitlo ze slunéniho z&eni nebo ze solarii. Melanomuie vznikat
Z pigmentovych névnebo zcelale novo Melanom se zprvu projevuje jako drobnékalik
milimetri velkd pigmentova skvrnagtsinou hidé barvy. Na rozdil oddinych néw se
zZVvétSuje, néni tvar a barvu a asi v 50 %ipadi se vyskytuje mirny pruritus. Vzatrse

melanom vyskytuje na sliznicich a v oku. Existujiamelanotické formy, které maji



nestejnorodou barvu, nepravidelné okraje a moheditsii krvacet. Je-li zachycencas,
muze se odstranit chirurgickym zakrokem. P@kgomelanom dokaze zakladat metastaze a
lécba je pak komplikovana. Kdé¢ se vyuziva imunoterapie a podavani cytostatikskéd
melanomy dlime na 4 druhy: povrche@vse sfici melanom, modularni melanom, lentigo
maligna melanom a akrolentiginézni melanofi@g a spol., 2005). V mysi populaci jsou
rozeznavany 4 buiné linie melanom B16-FO, B16-F1, B16-F10 a B16-BL6. V této praci
byl pouzit melanom B16-F10, ktery je charakterizow§sokou schopnosti metastazovat, a

to zejména do plic (Nakamura a spol., 2002).

1.3 Protinddorova imunita

Imunitni systém organismu seélidna dw hlavni slozky — nespecifickou (vrozenou)
imunitu a specifickou (adaptivni) imunitu. Slozkyspecifické imunity, @ jiz bungcné
(makrofagy, NK biiky, granulocyty, dendritické Hkiky) nebo humoralni (komplement,
antimikrobialni peptidy, cytokiny), jsou schopnychyé detekce iftomnosti patogenu v
organismu. Specifickd imunita je zpristkovana imunokompetentnimi ikami
(predevSim T-lymfocyty) nebo humoralnimi faktory (pidtky).

K vyvolani imunitni odpoddi proti tumoru je zapéebi gitomnost specifickych
povrchovych antigein které umo#uji rozpoznat nadoroveé hky. Tyto antigeny sedi do
dvou skupin: antigeny specifické pro nadory (TSAgraigeny asociované s nadory (TAA).
Do kategorie TSA sedadi proteinové antigeny, jejichZz vyskyt je speé&icpouze pro
nadorové bikky. TSA byly prokazany u nadbrindukovanych chemickymi a fyzikalnimi
karcinogeny a &kterymi viry. Antigeny asociované s nadory (TAA)is typické svym
vyskytem jak na htkach zdravych, tak na bBlkiach nadorovych. Jejich rozliSeni zavisi na
casove ¢i mistni expresi. P#Ht sem onkofetalni antigeny, napa-fetoprotein (AFP)
sekretovany hepatocyty a antigen karcinoembryon@iiA) u karcinomu tlustého isva,
prsu a plicniho adenokarcinomu. DalSi skupiny TA#igeni jsou melanomové antigeny
(MAGE-1 a Melan-A), prostaticky specificky antigélASA) u karcinomu prostaty a mnoho
jinych (HaokejSi a Bariinkova, 2005).



1.3.1 Burgéni ¢initelé protinddorové imunity

1.3.1.1 T-lymfocyty

T-lymfocyty jsou sloZzky specifické imunity. iZeme je rozdit na ty, které maji na
svém povrchu molekulu CD8+ (koreceptor MHC 1), akiyré nosi na svém povrchu
molekulu CD4+ (koreceptor MHC 1l). V prvnim fipad¢ se jedna o prekurzory
cytotoxickych T-lymfocyta (CTL). Cytotoxické T-lymfocyty rozeznévaji bky napadené
virem nebo jinym intracelularnim parazitem, kteséy nasledf niceny €snym kontaktem
s CTL a nebo prosdnictvim sekretovanych toXinFerertik a spol., 2005). Druha skupina,
T-lymfocyty s molekulou CD4+, jsou prekurzory tomocnych lymfocyt (TH). Pomocné
lymfocyty Ize dale dlit podle cytokini, kterymi reguluji imunitni reakci. 8me je na TH1,
TH2 a TH3 lymfocyty. TH1 buiky vylucuji hlavré cytokiny IL-2, IL-17, IFNy a
lymfotoxin. Jejich hlavni funkci je aktivovat malkagy pomoci INF. Aktivovany makrofag
na svém povrchu exprimuje MHC Il molekuly a Wilje cytokin IL-12, ktery je
diferencig&nim faktorem pro TH1 hiky. Ty se zmni na efektorové TH1 hLiky, které po
vazl® na MHC Il receptory na makrofagu creu produkovat INf= Samotny IL-2 je
vyuzivan TH1 bakami jako autokrinni stovy faktor nezbytny pro jejich éeni a
proliferaci. Kron€ téchto cytokiri makrofagy sekretu;ji jeStL-1 a TNFa, které gispivaji
k dalSi stimulaci T lymfocyt Vzajemné pisobeni TH1 a makrofagje také zakladnim
mechanismem tzv. imunopatologické reakce opoédo typu (HeejSi a Barinkova, 2005).
Premena TH2 bunky na efektorovou seéfe setkanim TH2 prekurzoru s antigenem na APC
za gitomnosti IL-4. Idealni APC je dendriticka ka, ktera nese velké mnozstvi MHC I
molekul. Aktivované TH2 bitky produkuji zejména IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 a IL3L Sekreci
IL-4, IL-5, IL-6 a pimym mezibudénym kontaktem aktivuji B-lymfocyty k tvoeb
protilatek a diferenciaci na plazmatickénky (Fererik a spol., 2005). Podstatné je, Ze
cytokiny TH1 stimuluji vyvoj TH1 bugk a inhibuji vyvoj TH2 busk. Naopak IL-4 a IL-10
stimuluji vyvoj TH2 burk a inhibuji vyvoj TH1 bugk (Ferertik a spol., 2005; HejSi a
Bartinikova, 2005).TH3 sekretuji hlava transformujici @istovy faktor (TGFp), ktery se
Gcastni regenerace tkani, iné diferenciace, embryogeneze a regulace imunitniho
systému. Pogr TH1/TH2 ovliviiuje typ infekce. Extracelularni patogeny vyvolavaji

protilatkovou odpo¥d’. Intracelularni agens vyZzaduji aktivaci makrdiféa dendritickych



burgk (HorejSi a Bariinkova, 2005). V fipack nadorového onemoéni previadnou TH2
lymfocyty (Shurin a spol., 1999). Nadory mohou wrlt rovnovahu TH1 a TH2 produkci
TGF a cytokinu IL-10 (Asselin-Paturel a spol., 199&yka spol., 1995).

1.3.1.2 NK buiky

NK burky, neboli gfirozeni zabijéi, jsou subpopulaci lymfocgt ktera bojuje proti
poSkozenym bikam. Likviduji hlavré nadorové biky a buiky napadené virem (viz

Protivirova imunita). Jsou bohatym zdrojem cytak{nag. INFy, IL-4).

1.3.1.3 Granulocyty

Granulocyty jsou efektorové hky nespecifické imunity. Neutrofilni subtyp
granulocyli obsahuje granula s lytickymi enzymy, které vyuzpsiéagocytdze. Neutrofilni
granulocyty nemaji jen schopnost fagocytozy, alkétase dastni tvorby kyslikovych
radikali k obrar¢ proti nadoru (Veselsky a spol., 2004). Granuloggyty dilezitym zdrojem

cytokina, diky nimz mohou ovlivnit funkce imunitniho systém

1.3.1.4 Makrofagy

Stimulaci monocyi ve tkanich vznikaji makrofagy. Tkévy makrofag funguje
vedle fagocytdzy jako antigen prezentujicihka (APC) pro TH lymfocyty a sekéri buika.
Klasickym znakem monodytje molekula CD14, ktera umozni rozpoznani komiplex
mikrobialniho LPS. Mezi dalSi funkce piategulace zattu a cytotoxicky efekt makrofég

1.3.1.5 Dendritické buiky

Jsou nejvyznamijsimi antigen prezentujicimi Blkami. Diky své migréni aktivité
putuji z krvetvornych orgdndo tkani, kde se setkavaji s mikrobialnim ageongé Bochazi k
migraci do sekundarnich lymfatickych uzlin, kde emxuji velké mnoZstvi stabilnich
molekul HLA I. a Il. ¥idy. Vysledkem interakci je klonalni expanze spekjich T-
lymfocyta a nasled# aktivace B-lymfocyi (Krejsek a Kopecky, 2005).



1.3.2 TGF{ v nadorové imunologii

Transformujici @istovy faktorp je cytokin, ktery je exprimovany kkami ve vSech
sawvich tkanich. Jélenem rodiny @istovych a diferenctanich faktorii, které se velkou mirou
podili na morfologickych procesech, na histogereezirganogenezi (Krejsek a Kopecky,
2005). Mezi jeho hlavni funkce patindukce apoptdézy a regulace ktmého cyklu.
Ovliviiuje proliferaci a diferenciaciaenych bugénych tym v téle a miZze slouzit jako
rastovy aktivator i éistovy inhibitor.

V nadorové imunologii ma TGB-dvoji roli. V ranych stadiich nadorového bujeni
funguje jako supresor a inhibitor bigmé proliferace. V poziSi fazi vyvoje tumoru se jeho
role obrati a fisobi jako nadorovy promotor. Hlavnim krokem v n&d@rprogresi je ztrata
citlivosti buiky k &inku TGF. TGF{ je silny supresor imunitniho systému, ktei§nm
inhibuje proliferaci a aktivaci T-lymfocyta také sniZuje prezentaci antigena povrchu
APC. TGF$ muze také redukovatinuti T-lymfocyti k nadorovym bitkkdm, coz zabrauje
infiltraci lymfocyti do nadoru. Biky nadoru, které vyti@ji aktivni TGFB, suprimuji
CD8+ lymfocyty a NK biiky, které pak nejsou schopny exprimovat perforgnanzymy,
FasL a IFN (Thomas aMassagué, 2005).

1.3.3 IL-10 v nadorové imunologii

IL-10 je produkovan T regutaimi lymfocyty, TH2 lymfocyty, B bikami,
monocyty, makrofagygi mastocyty. Ma pleiotropnidinky v imunoregulaci a protiz&tlivé
reakci. IL-10 m& imunosupresivnéigky. Vyrazre tlumi aktivitu TH1, inhibuje sekreci IL-
1, IL-2, IL-12 a INF. V makrofazich tlumi produkci prozé&hivych cytokini TNF a, IL1,
IL6 a oxidu dusnatého, sniZzuje schopnost makiofagezentovat MHC molekuly druhé
téidy. SniZzuje aktivaci a funkce neutrofilnich a ewdilnich garanulocyt (Krejsek a
Kopecky, 2005). V nadorové imunologii IL-10ugobi pro i protinAdorav Jeho
protinadorové &inky se projevi ve stimulaci produkce cytokilNK buikami (Carson a
spol., 1995). Na druhé strgnjeho overexprese byla detekovana u nadoelanomu a

lymfomu (Asadullah a spol., 2003).



1.3.4 Obranny mechanismus nadar pi‘ed imunitni reakci

Existuje celaada mechanistniniku nadorovych buk pied imunitou. Nkteré z nich jsou
uvedeny v nasledujicimighledu (HoejSi a Bariinkova, 2005).

. variabilita nadoit v ¢ase

nizka hustota exprese nadorovych antigen

. sialylace povrchu nadorovych btk ktera vede k zamaskovanikterych epitog
nadorovych antigen

. stimulani &inek ristu nddol pomoci protinadorové protilatky

. produkce faktar blokujicich T-lymfocyty (jako nap TGF$, IL-10)

. produkce FasL na povrchu nadorovékyw— indukuji apoptozu CTL

. produkce oxidu dusného, IL-10 a T@F- inhibuji funkci nebo Zivotnost

dendritickych busk

pusobeni reguknich T-lymfocyti

1.4 Protivirova imunita

Protivirovou imunitu Izec¢lenit do ¢ty fazi: zabradéni penetrace wir, zabragni
replikace, eliminace virem infikovanych hikna eliminace volnych virioin Uginnym
zpisobem zabrami penetrace viru je absence virovych recaptdnohem ¥tSi vyznam
ma plre funkeni sliznieni ¢i kozni imunitni systém. Ne§#Si potencial zabranit replikaci viru
maji interferony typu | (INFa, IFNB a IFNw) a nepimo pak IFN. Virova infekce je
nejsilngjSim induktorem tvorby interferdn Interferony se &astni vedle antivirového
pusobeni regulace hematopoézy, podileji se na kadimumoralni a butné odpo¥di
(nag. zvySuji expresi histokompatibilniho antigenu)hibuji buréény rist a uplatuji se
v protinadorové imundt (zesiluji funkci NK bugk). Interferony virem infikovanych bk
bud’ indukuji antivirovy stav neinfikovanych béky nebo vedou k programované kdamé
smrti infikované buky.

Antivirové pasobeni interferainje zprostedkovano tkolika mechanismy:

» Aktivace RNA4&zy L — fisobenim interferah dochézi k indukci exprese 2°, 5

oligoadenylat syntézy, ktera po navazani dsRNAvajd¢i RNA4zu L, ktera je

schopna degradovat virovou ribonukleovou kyselinu.



* Indukce syntézy PKR (proteinova kinaza R), ktenditomnosti virové RNA
fosforyluje elongani faktor 1l (ELF2), jehoz fosforylaci se zabramartslaci
virové mRNA.

 IFN y a dalSi cytokiny stimuluji expresi NO syntazy adgukci NO, ktery
inhibuje ribonukleotid reduktazu, nepostradatelpon syntézu DNA, a brani tak
rastu viru na urovni syntézy DNA.

DalSi fazi v protivirové imund je eliminace virem infikované lilky. Pro viry je
typické ukryti ged imunitnim systémem uviiinfikovanych bugk. V eliminani reakci
virem napadené lily je zapojena jak vrozena imunita (NK iby), tak mechanismy
specifické imunity (cytotoxické CD8+ T-lymfocyty)NK buiiky svym cytotoxickym
acinkem nti bunky, které maji pozinéné povrchové vlastnosti. Identifikace takovéto
buiky probihda mnoh&etnymi interakcemi mezi membranovymi molekulami KWkiky a
virem infikované biiky. NK buiky maji dw skupiny receptdr. Receptory KAR (Killer
Activating Receptors) p#tdo rodiny C-lektiri. Tyto receptory interakci s cukernymi zbytky
na cilové bice g@inaseji pro NK biku aktivani podréty. Mohutny proaktivani podret
poskytuji také receptory na povrchu NK Bkrpro imunoglobuliniidy IgG (CD16), které
reaguji s virovymi antigeny na virem napadeng#deu Tyto receptory jsou odp&iné za tzv.
na protilatce zavislou cytotoxickou reakci (ADC@ruhou skupinou receptidrjsou KIR
receptory (Killer Inhibitory Receptors), které refgs HLA | systémem. Ty poskytuji pro
NK buiky inhibi¢ni signély. Pak uz jen zalezi na pomsignati. Prevazuji-li proaktivani
podréty, nastava zwkeni virem napadené bky vypuSEnim cytolytickych granuli
obsahujicich perforin a granzymy. Obdobnymi medragijako NK bueky usmrcuji virem
infikované buitky i CD8+ cytotoxické T-lymfocyty stim rozdilem, Ze T-lymfocyty
specificky rozpoznavaji molekuly kitly HLA s navazanymi virovymi antigeny na povrchu
burék prezentujicich antigen (APC). Po stimulaci amtigeezentujici bitkou se prekurzor
cytotoxickych bumk zane proliferovat a diferencovat na klon zralych eédevych
cytotoxickych bugk (CTL). Expanze CTL je regulovana sekreci IL-2 Thithfocyti. CTL
vyuZzivaji ¥ druhy cytotoxickych mechanisin

* Podobr jako NK buiky, CTL buiky degranuluji své perforiny a granzymyi p

tésném kontaktu do cilové bky, které zfisobi jeji apoptickou smrt.



« Jiné spojeni nastavaipojeni Fas-ligandu (FasL), ktery se nachaziowaghhu CTL
a apoptického receptoru Fagitpmného na povrchu cilové iky. Tato interakce
vyvola apoptézu zasazenénly.

« DalSi moznosti jsou cytokiny, zejména lymfotoxifi ldF-B, které mgisobi jako FasL.
Tento zmisob neni tak specificky, a protoa#e dojit k poSkozeni velkého §a
zdravych buik s naslednou poruchou funkce daného organu.

Eliminace volnych viriod v tIni tekutine je kontrolovana prostdnictvim
specifickych protilatek B-lymfocytt indukovanych TH2 lymfocyty. Mohutny protivirovy
potencial maji protilatkyifdy IgM a podtidy 19G, a 19Gs. Vazba protilatky na virovy
antigen aktivuje komplementovy systém. Virovéstice opsonizované komplementem a
protilatkami jsou fagocytovany. Vijpadt antigen prezentujicich bé jsou jejich antigeny

navazané na molekuly HLA systému prezentovany Tidggiam.

1.4.1 Obranny mechanismus vii pfed imunitni reakci

Viry proti imunitnimu systému nejsou bezbranné. M#avni protiimunitni nastroje
virt pafi:

» potlateni mechaniziintlumicich replikaci vii

e Unik &inkam IFNa a IFN3

e omezeni prezentace virovych antigera infikovanych biikkach

» omezeni exprese bé&mych MHC | a MHC |l

» deregulace aktivit komplementu

» schopnost progiiovat svoji antigenni vybavu

» schopnost potlgovat imunitu

e vytvareni imunosupresivnich cytoKin

a mnoho dalSich (Krejsek a Kopecky, 2005)



1.5 Onkolyticke viry

1.5.1 Historie

K pouzivani viti k l&b¢ rakoviny gispéla nahoda. Nebyl to napad vychazejici
z propracované teorie, nybrz pramenil z pozoroy@adienti s rakovinou, kt# presli do
kratké regrese vigledku girozenych virovych infekci. Zasmné pouzivani vir zatalo na
zacatku druhé poloviny 20. stoleti. Tehdy p&bly velmi hazardni Kklinické testy. V testech
byly ¢asto pouzity neoslabené virové izolaty od padigmoctlavajicich €zkeé infekce, naip
virus zapadonilské hotky a virus hepatitidy. JelikoZz neexistovaly tectogi pro tvéeni
rekombinantnich vir, obratily se vSechny snahy k hledatirgzenych onkolytickych vit.
PredevSim se zaly pouZzivat polioviry, adenoviry, coxsackie vigné. Bohuzel se terapie
neobesly bez komplikaci. Propuknuti nekontroloviafékce gispelo k zvySené morbiditi
mortalitt pacient. Casto se stavalo, Ze viry byly znedkady imunitnim systémemfive
nez staily znatné poskodit nador. Jejich kompetence sahala jen &g wruhy rakoviny a
regrese jimi zpsobena byla &Sinou zaznamenana u mladSich imunosupresivnich oso
trpicich napiklad leukemii nebo lymfomem. BohuzZel regrese lpltgcejn¢ kratkodoba a
neuplna.

S poz@jSim rozvojem genoveého inZenyrstvi se objevily now@Znosti pro
manipulaci s viry. ¥dci nyni mohli modifikovat existujici viry tak, abyyly vice
specifikované na nadorove iiky, sniZit jejich odstrigovani imunitnim systémem nebo je
piimét k expresi nador pottajicich geri. Tak vznikly nové modifikované onkolytické viry
selektivie napadajici nadorové bky. Prevazr se vyuziva virus vakcinie, adenovirus,
herpes simplex virus,ffpadré reovirus. Vyhodou je jejich ipozend schopnost napadat
nadorove biiky a jednoduchost genetické manipulace.

Jeden z prvnich geneticky modifikovanychiviryl adenovirus Onyx-015, vyvinuty
firmou Pharmaceuticals. Klinické testy prokazalys@d&nou bezpénost a pokréovaly
s velkou UspSnosti az doieti faze. Bohuzel poté byl vyvoj a testovani Onyg&0
z finartnich divoda zastaven. Prvni koma® vyrabény onkolyticky virus, uznanginskou
spravou SFDA (China’s State Food and Drug Admiaiistn) je adenovirus H101 nazvany
podle biotechnologa Shanghai Sunway (Garber, 2006)s H101 byl zkouSen u rakoviny
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jicnu a karcinomu dlazdicového epitelu hlavy a krld101, ani velmi podobny Onyx-015
nejsou specifické ffmo na buky rakoviny, ale nii je prednosté a jejich pisobeni se

znasobuje f uziti chemoterapie.

1.5.2 Strategie vytvéeni tumor-selektivnich vira

Onkolytické viry dlime do dvou skupin, na ty, které se mnozi prefgi&nv
nadorovych biikkach, a na ty, které byly geneticky modifikované pento @el. V prvnim
piipadt jde prevazrié o oslabené kmeny viru pouzivané jako vakciny. Wtop do biky
piednostd vyuZivaji receptory nachazejici se v n&dmém mnoZstvi na povrchu
nadorovych bugk (coxsackievirus A21, poliovirus PV1) nebo se daka& mnoZit pouze
v buikéach s naru$enou antivirovou odpdis (virus giudnic). Casto jde o viry normatn
neinfikujici ¢lovéka (virus newcastelské choroby, virus vezikulartdnsatitidy). Nekdy
vyuzivaji pro svou replikaci defekt v bimé signalizaci nadorove bky (reovirus). \&tSinu
piirozere onkolytickych viii tvoii viry s RNA genomem (virus newcastelské choroligysy
vezikularni stomatitidy a reovirus) (Spanieloval@p Ty jsou pro viroterapii jen malokdy
geneticky upravovany. Na druhé s&ddNA viry jsou WtSinou vyuzivany v genové terapii.
V tabulce 1 jsou vybranéfipozere onkolytické viry, které byly pouzivané pro testoiva
v Klinickych studiich a preklinickych testech.
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Tab. 1 Rirozere onkolytické virgestované klinickych studiich a preklinickych testech.

celed’ druh Klinické testy | cilenost reference
Reoviridae Reovirus [—1l buiiky epitelu | Oncolytics
hlavy a krku Biotech
gliom, nador
virus vajecnika,
spalntek mnoha@etny Phuong (2003)
myelom
. ... | vykazuje stejny
Vl“riﬂz,ni c pretkellsrPCKe potencial jako | Russell (2002)
bt y virus spalntek
Paramyxoviridae | onkolyzat I melanom Batliwalla
73-T (1998)
NDV/MTH- preklinické | glioblastom
68 testy Csatary (2004)
PV701 | pokracile Pecora (2002)
solidni tumory
mnohaetny Freeman
NDV-HUJ -1l myelom (2006)
. preklinické | gliom, ,
Rabdoviridae VSV testy melanom Stojdl (2003)

Genova terapie onkolytickych virse zandila na d¥ metody pro navozeni
selektivni virové replikace: transdirtk a netransdui. Transdukni metody usiluji o
vyuziti specifickych receptér cehoz se dociluje upravenim protivirového obalu tak, aby
virus pro swj vstup do buky prednoste rozeznaval receptory na nadorovychikach. To
se nejastji vyuziva u viru spaliiek a adenovir (Spanielova, 2010). Netransdink
piistupy zahrnuji zny v genomu viiit pomoci delece géndilezitych pro replikaci viru
v normalnich biikach, ale postradatelnych pro mnoZeni viru v nadmto buikach
(aplikovdno u adenoviru, viru herpes simplex 1,igotu a viru vakcinie). Druhy
netransduéni piistup vyuziva cilenou transkripci gemutnych pro replikaci vloZzenim
specifického regutaniho promotoru, ktery je rozpoznan pouze v nadotmy€e (adenoviry
a viry herpes simplex 1). Wekterych viti jsou kombinované vSechnyigtupy. Onkolyticky
potencial je je$t umocrén vlioZenim dalSich terapeutickych gepro imunostimuléni
faktory, které podporuji protinddorovou imunitu, boevioZzenim sebevrazednych ¢en
jejichz produkty mini nekteré jinak neSkodné substance v latky vysoce oyické. Buika,

ktera sebevrazedny gen exprimuj&inak sama sebe (aplikovano u adengwiiru herpes
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simplex 1 a viru vakcinie) (Spanielova, 2010). Yuke 2 jsou vybrané geneticky
modifikované onkolytické viry, které byly pouzivapéo testovani v klinickych studiich a
preklinickych testech.

Tab. 2: Geneticky modifikované onkolytické viry taeané v klinickych studiich a
preklinickych testech.

celed’ druh geneticka Klinicke reference
modifikace testy
delece E1B Nemunaitis
ONYX-015 genu -1l (2001)
Ad A24 delece E1A preklinické Fueyo (2000)
genu testy
vloZzeni PSA DeWeese
CV706 I
Adenoviridae promotory (2001)
vlozZeni rat
probasin
cv787 D o -1l | Cell Genesys
promotoru a
genu E3
delece Markert
G207 icP345. 1cPe| '~ | (2000)
delece
o ICP34,5, Geevarghese
Herpesviridae | NV1020 delece v TK (2010)
genu
Papanastassig
HSV1761 delece ICP34,5 I U (2002)
Poxviridae JX-594 delece gén I =1l Liu (2008)
IRES element reklinické | Gromeier
Polioviridae poliovirus | nahrazen IRES P
L testy (2000)
rinovira 2

1.5.3 Geneticky modifikované onkolytické viry

1.5.3.1 Adenoviry

Vyuziti adenovié jako rekombinantnich vir je vyhodné z &kolika davodu.
Nerekombinovany typ adenovirufigpzert blokuje aktivitu proteinu p53. Toto je velmi
vyhodna vlastnost, jelikoZ u zéraé ¢asti nadoi dochazi k mutaci p53 (viz Gvod). Dale maji
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vysokou efektivitu v piniku do nadorovych bwk a vyzn&uji se velkou afinitou
k epitelovym biikdm, ze kterych vznika aZz 50 % nailoAdenoviry jsou v populaci velmi

rozSiené, jsou malo patogenni,tigobuji pouze mirné respéra infekce.

1.5.3.1.1 Replik&ni cyklus

Prinik do buiky probihd receptorem zpréstikovanou endocyt6zou. Nejprve
dochéazi ke spojeni s primarnim coxsackie-aden@deptorem (CAR), poémz nasleduje
spojeni buicnych integrim a,f a a,fs S bazi pentonu virového obalu pomoci arginin-
glycin-asparagové kyseliny (RGD peptid). Virus pestupuje do biky ve vezikulu, ktery
fuzuje s endosomem. Endosom po okyseleni praskénlauje vir do cytoplasmy, ktery je
piemig’ovan do jadra. Po vstupu do jadraikyidochazi nejiive k exprestasnych gef E1
— E4 (E — early). Proteiny genu E1A slouzi jakotkolmi proteiny pro aktivaci dalSich géen
pozdni faze exprese. Proteiny vznikléegisem genu E1B slouZi k zastaveni translace
MRNA hostitelské bitky a spoléné s produkty genu E4 slouZi pro transport virové mRN
Z jadra do cytoplazmy. Produkty genu E3 blokuji@pau infikovanych buk. V pozdjsi
rané fazi exprese jergpisovan gen E2B, ktery koduje proteiny slouzicgéiikaci virove
DNA. Regulace transkripce jednotlivych genovychpkye kaskadova. Transkripce ranych
gemi E1 — E4 je navic regulovdna promotory. V pozdri &xprese dochazi k syntéze
pozdnich gei, které se ozraji jako L1 — L5. Ty koduji strukturélni proteinyosizici k
sestavovani novych virign Na druhé stran nestrukturalni proteiny inaktivuji proteiny

v hostitelské biice, které by branily ve virové replikaci. Mezi tytooteiny pati p53 a pRb.

1.5.3.1.2 Tumor-selektivni infekce adenovir
Obrazek 1 : Adenovirus RC
Selektivni infekce nadorovych bekn muze byt

dosazeno pomoci bi-specifické molekuly. Tato moleke T{ vlakno
tvofena protilatkou, kterd vaze vlakno receptoru adefiov

receptor

na vysoce exprimované molekuly (fiapreceptor pro “\ ;

epidermalni #stovy faktor) na nadorové bce. Tato
modifikace byla Usgne testovana u buwk gliomu "
(Shinoura a spol., 1999; Yoshida a spol., 1998oBas, c// T\S

umiséni RGD peptidu na konci vldakna adenovirového baze
pentoni

vloZeni RGD peptidu
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receptoru (obr. 1) dramaticky zvysilo onkolytickatinnost adenovir u plicniho karcinomu
mysSi (Suzuki a spol., 2001). Velky potencial v olykioké terapii ma vymina proteiti
virového kapsidu mezi vice nez 50-tiznymi serotypy lidskych adenovira rekolika
zvirecich. Metoda selektivni infekce ma velmi dobrélegky. Bohuzel u jinych DNA vir

nez jsou adenoviry, nebylo dosazeno takovychkialgp

1.5.3.1.3 Deléni mutanti adenovira

Prikladem je vySe zmimy adenoviruSONYX-015, coz je modifikovany adenovirus
s deleci genu pro virovy protein E1Blgmunaitis a spol., 2000Bez proteinu E1B neni
adenovirus schopny replikovat se wikach s intaktni drahou proteinu p53. Az 50 — 70 %
nadofi ma vsSak drahu p53 poskozenou, coz um@ viru napadani pouze tiky nadorové
a destruuje je navozenim programovanecbo@d smrti. V klinickych testech 1. a Il. faze
proSel ONYX-015 s povzbudivymi vysledky. Vir byl gén rekolika miznymi zpisoby
(intratumoralg, intravenoza, intraperitonedl®, intraarterialg). P intratumoralnim podani
vysoké davky viru (18 PFU) pacientm trpicim karcinomem hlavy a krku, byl vir deb
snasen bez vaznych symptom(Ganly a spol., 2000). Zvlastpak v kombinaci s
chemoterapii bylo zaznamenano u poloviny zkoumargabienti ¢ast&éné nebo Uplné
vymizeni nadat, které getrvavalo vice nez 6 &siai. BohuZel testy na rakovinu pankreatu a
ovarii uz nebyly tak naghé (Mulvihill a spol., 2001; Vasey a spol., 200R)inickeé testy I.
a ll. faze viru ONYX-015, podavaneho intraarteréalmacienim s primarni i sekundarni
rakovinou jater a tlustéhorsvva, byly dobe tolerovany, ale nedochéazelo k regresi nédor

Ad A24 je dalSi E1 modifikovany adenovirus. Vznikl del@coteinu E1A, ktery je
zodpowdny za vazbu k retinoblastomu a regulaci d@meého cyklu. E1A adenoviru soupe
0 navazani na retinoblast s E2F, jednim z tran&kigh faktofi eukaryotickych bugk. E2F,
ktery prirozerg vaze retinoblast, je uvain z vazby, navadZze se na E2 promotor a nasledn
aktivuje fazi S bu&ného cyklu, ¢cimz prispéje k aktivaci replikace viru. V hikach
s deficientem retinoblastomu, coz jsou hkavakovinové biiky, je velké mnozstvi volného
E2F. V takovéto biice se po infekci Ad\24 nastartuje replikace viru s naslednou lyzou
nadorové bitky. Naopak ve zdravé Kaoe je tento mutant neschopny vazat retinoblastppro
vir nedostane péebny E2F faktor a nedochazi k replikaci viru. Mataitu v E1A geri
nebyl jes¢ testovan v Zzadnych Klinickych testech. Nyni prafiiipokusy s mutanter@B1,
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ktery m& deleci v obou genech E1. Prozatim bylyéEep testovany jeho onkolytické
vlastnosti proti gliomu (Gomez-Manzano a spol.,200

1.5.3.1.4 Adenoviry s tumor-specifickym promotorem

Takto upravené onkolytické adenoviry vznikly vlor@norgano¥ nebo nadoroy
specifického promotoruipd geny rané faze replikace E1 — EA4. #ildad mutantCV706 s
vloZzenym prostaticky specifickym antigenem (PSAQ(pE1A oblast omezi transkripci viru
jen na nadorové hiky prostaty, které jsou schopny tento promotorvaktat. DeWeese a
jeho skupina v prvni fazi klinickych teést prokazali bezpsmost CV706 i p
intraprostatickém podani vysoké davky viru. Infelege prokazovala slabymi gpkovymi
symptomy a hematurii. Hladina PSA, ktery se mimueé jipouziva v diagnostice jako
nadorovy marker, se snizila o0 30 — 50% (DeWeesmk, 2001). Jiny prostaticky specificky
adenovirusCV787 s rat probasin promotorem pro E1A geny, PSA pronmeotov oblasti
E1B a s genem E3, je nyni testovan v I. a Il. fdinickych testi (www.cellgenesys.com).
Jinym promotorem, kteriidi expresi E1 gen je a-fetoprotein (AFP). AFP je exprimovan
béhem vyvoje tkani. V dosgem jedinci je exprese omezena pouze na nadorykkzni

z hepatocyt nebo enterocyt(Hallenbeck a spol., 1999).

1.5.3.2 Herpes viry (HSV)

Virus hepatitidy byl mezi prvnimi, ktery se poudlik I&b¢ rakoviny. Modifikovani
mutanti viru herpes simplex byli prvatwyvijeni pro I€bu neurologickych malignit, jelikoz
wild-typ HSV je gFirozeré neurotropni (Mineta a spol., 1995). Pgide ukazalo, Ze maji
schopnost fisobit i na mnoho jinych typnadofi (Yoon a spol., 1998; Carroll a spol., 1996).
Jiz vroce 1991 byl vyvinut mutant viru herpes diexpdisptk s deleci pro gen thymidin
kinasu (TK) a pozgi mutanti s deleci ribonukleotid-reduktazy (ICP&p vyrazr snizilo
jejich schopnost replikovat se v normalnichinkéch a nezabranilo jejich efektivnimu
mnoZeni v nadorovych kikkach, jez jim oba enzymy poskytuji v nadbytku. (Maa a spol.,
1991).
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1.5.3.2.1 Deléni mutanti herpes vird

V dnesSnich testech se vyuzivaji tzv. mutanti drgééerace, kié jsou zbaveni genu
pro neurotropismus viruy34,5 (ICP34,5). To velmi omezilo mnoZeni viru \iikach
centrédlniho nervového systému a zvySila se tim diemst pouzivani mutaint HSV.
ICP34,5 hraje velmi zasadni roli vubhu virové infekce, protoZze svou vazbou na
proteinfosfatazu°d dokaze vyvolat defosforylaci transtdho inicianiho faktoru elF2a,
coz vede k potkgeni antivirové aktivity PKR (Leib, 2000).&&ina viffi obsahuje mutace ve
vice nez jen v jednom genu. Na rozdil od mutaceghd genu to ma velkou vyhodu v tom,
Ze se zmutovaneé viry nevrati do virulentniho stavu.

G207, NV1020 jsou nazvy nejlépe prostudovanych tytik&ych herpes vik.
Mutant herpes virus typ 15207 obsahuje deleci v obou alelagi34,5 a deleci ICP6
(ribonukleoid reduktdza). V prvni fazi klinickyctesti, kde bylo testovano 21 paciént
Zadného pacienta se nevyvinula encefalitida ackolika pacieni byla pozorovana na
rentgenovych snimcich protinadorova odabMarkert a spol., 2000). Mutant HSV1 a
HSV2 s deleci vjedné alelg34,5 genu a deleci v genu pro thymidin kindkiy1020
vykazuje vyborné vysledky vdéé jaternich malignit a kolorektalnich nadolOnkolytické
viroterapeutikum OncoVEX firmy BioVex odvozené zrpetického viru NV1020 je
testovano proti &kolika typam nadot. Slibné jsou vysledky &by zhoubného melanomu a
dalSich tyd nadofi. DalSi onkolyticky herpes viru$iSV1716 byl dokie tolerovan u
pacienti s malignim gliomem po intratumoralnim podani dagky PFU (Rampling a spol.,
2000). Nebyly zaznamenany zadné znamky encefalibiBy 1716 byl také zkouSen étp
pacienti s melanomem (MacKie a spol., 2001). Doslo k zgldStnelanomovych bulek a
byla mikroskopicky detekovana nekréza rakovinovybarék. Bohuzel studie byly
provadny na malém p&u respondetit proto z vysledi nelze vyvodit jednozriiaé zavry.

1.5.3.2.2 Herpes viry s tumor-specifickym promotonm

Mutant herpes simplex viru d120 ktery méa deleci v obou alelach ICP4 genu, nese
vektor G92A, ktery obsahuje albumin promotor. Espreanych ICP4 génherpes vii,
které jsou pod kontrolou albumin promotoru, omegilikaci HSV na karcinom hepatoéyt

protoZe albumin je exprimovan vyhradu jatrech. Vir d120 byl zatim zkouSen na nu-nu
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mysich, kde ré inhibi¢ni (€inky na hepatom. Jiny promotor calponin, typicky gvalove
buiky, byl Usg@sny v I&bé sarkonti mekkych tkani, nap synovialniho sarkomu (nador
kloubii), leiomyosarkomu (nador hladké svaloviny traviaibice), osteosarkomu (nador

kosti). Testovani je zatim v preklinické fazi.
1.5.3.3 Poxviry

1.5.3.3.1 Vakcinia virus

Virus vakcinie je nejznan@si poxvirus od doby, kdy se pouZzival &ovani proti
variole (pravé nestovice). Ro¥h se uziva experimentdérn rekombinantni podabjako
onkolyticky virus atenuovany odstarim thymidin kinasy (Puhlmann a spol., 2000) a
jinych geri jako napiklad mistovy faktor GM-CSF pro zvySeni selektivity (McCarspol.,
2001). Nejdale postoupily klinické zkousky onkotk&ho viroterapeutika JX-594 prosha
hepatocelularniho karcinomu a melanomu. Az 80 %ep#ic s nadory Zaludku a 71 %

pacienti s melanomy reagovalo nabé JX-594 (Spanielovéa, 2010; Merrick a spol., 2009)

1.5.3.4 Polioviry

Neurovirulenti  polioviry, zpsobujici dtskou obrnu, jsou jedni z dalSich
potencialnich onkolytickych viir Atenuované polioviry musely byt geneticky uprayeaby
byly bezpé&né pro virovou terapii. K rekombinaci se vyuZil rhanismus, ktery reguluje
replikaci viru v hostitelské hice. VSechny nové virové proteiny vznikaji transhacovych
informanich RNA na ribosomech v cytoplaznTento proces je v poliovirech a rinovirech
iniciovan pisobenim tzv. IRES (internal ribosomal entry sit&égtimco IRES poliovik jsou
aktivni v buikdch glioma i v motorickych neuronech, tak u rinolitypu 2 jsou aktivni
pouze v bitkdch gliomi. Vyménou regulénich jednotek meziémito viry Ize ziskat
mutanty, kté nici nadorové biky gliomu a nepoSkozuji motorické neurony (Gromeier
spol., 2000).
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1.5.4 Hirozené onkolytickeé viry

1.5.4.1 Reoviry

N APV 4

Reoviry pati k nejlEznéjSim viram vyskytujicim se v populaci. Téthkazdy dosply
byl vystaven jejich &nkam. Nevyvolavaji Zzadné zavazné onemsidn K jejich
zvlastnostem pé#tschopnost replikace v Bkdch s naruSenou signalni drahou proteinu Ras.
Asi tietina n&dal je zpisobena aktivaci proteinem Ras. Aktivace onkogersifeia&uje v
bunkadch mechanismy, které jsou jinak zodgdive za intracelularni protivirovou odpal/
zajisenou kindzou PKR. Zatimco zdravérby nemaji aktivovany onkogen Ras a jsou proti
reovirim velmi odolné, v nadorovych biiach se reoviry mnozi a jsou schopny vyvolat lyzu
hostitelskych bugk. Signalni drdha tohoto onkogenu vSaizZe byt aktivovana u mnohem
SirSiho spektra nadiy protoZze v nadorovych Blkach byvaji aktivovany i tg¢asti signalni
kaskady, jeZz jsou onkogenu Ras fiaeny nebo padzeny (Petr, 2011). Bylo prokadzano, Ze
reovirus niize zntit nadorové biiky tlustého stva, prsu, ovarii, lymfoidni malignity a
potl&it rast metastaz (Norman a spol., 2002; Coffey a sf8B8; Kinzler a spol., 1996).
Ucinek byl jest zvySen, kdyz byla zaroteprovedena imunosuprese. Kanadska firma
Oncolytics Biotech testuje lék Reolysin odvozenypirozerg se vyskytujiciho reoviru.
Reolysin se zkousi prodéu riznych tym nadoti i v kombinované [&b¢. Prvni vysledky
potvrdily, Ze I€bou Ize dosdhnout vyraggiho zmenSeni nddboma podstat# delSi dobu

bez toho, Ze by se prohloubily nezadouignky |&cby.
1.5.4.2 Paramyxoviry

1.5.4.2.1 Virus newcastelské choroby (NDV)

NDV (Newcastle disease virus)fide téZ oznéovany jako pseudomor bveze, je
vysoce nakaZzliva infekceignosna nalovéka, u kterého vyvolava symptomy podobné
chiipce. NDV je podob# jako reovirus senzitivni k overexpresi onkogents Reorence a
spol., 1994). NDV senzitivni mohou byt takénky s defektem interferonu. Pouziti NDV
jako onkolytického agens &alo v roce 1965, kdy se pouzil atenuovany kmidsr k l&cbé
cervikalniho karcinomu (Cassel a Garret, 1965). Km&-T jako onkolyzat byl v pozgich
letech zkouSen prodbu melanomu (Cassel a Murray, 1992, 1977 a,b).edasbyl pouZzit

atenuovany kmeMTH-68 pro I&bu pacieni s pokr@ilym glioblastomem (Csatary a spol.,
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2004). Bhem osmi let bylo &eno 14 pacieiit z toho @t pacient zentelo na nésledky
rakoviny, dva zerfeli na jiné komplikace a 7 paciénbylo stabilizovanych. DalSim virem
viak byl PV701 Ten byl pouzit k |&¢ pacient s mnohdetnym nadorovym bujenim
(Pecora a spol., 2002).7d3 veSkeré komplikace s virovou infekci, ktera cigyah
vyvolavala horénaté stavy a hypotensi, nebyly pozorovany ¥@invedlejSi efekty.
Chripkové giznaky postup® opadly. Nadorové bujeni bylo stabilni u 14 padient62
pacienfi po dobu 4 — 30 #&sidl, u sedmi pacieitbylo pozorovano zlepSeni a u dvou
pacienti se stav zlepSilcast&né. V roce 2006 skupina édci z Hebrejské univerzity
izolovala novy lentogenni kmen NDV, neurotrogdbV-HUJ (Freeman a spol., 2006).
Virus byl lépe pijiman, u pacient nevyvolaval horénaté stavy. U 14 pacigntrpicich

mnohaetnym glioblastomem prokazal jednoZné zlepseni.

1.5.4.2.2 Virus fFiusnice (rod rubulavirus)

Tento virus byl pouzivan k ¢é¢ riznych malignit. Od doby kdy Ziva vakcina kmene
Urabe zfisobila u 1 % &kovanych nervové problémy, se vyviji nové atenuéviemeny
(Saika a spol., 2006), ndklad atenuovany kmen S79 vykazuje slibné vyslediy vitro
pokusech (Yan a spol., 2005).

1.5.4.2.3 Virus spalntek

Pouzivani spaltek jako onkolytickych vii se rozvinulo po vyk&eni pacienta s
Hodgkinovo chorobou po nahodné infekci sp&hki (Taqi a spol., 1981). To inspirovalo
mnohé vyzkumy, které pouZzily virus spakadové vakciny (kmen Edmonston-B) Kbé
lymfomu. Jak @ivodni virus, tak i rekombinantni kmen byli schogagtavit ist maligniho
lymfomu u SCID mysi (Grote a spol., 2001). Virud byjikovan pgiimo do nadoru nebo
podan intravendézn V prvnim gipads doSlo k regresi nadoru, ve druhém k zpomaleni jeho
rastu. O rok pozgi byly provedeny usgsné studie fpsobeni viru spalikové vakciny na
rakovinu epitelu ovarii (Peng a spol., 2002). VEg&ledalSich experimett které zkoumaji
acinnost &by nejagresivéSiho typu gliomu, glioblastoma multiforme, uz poity do faze
| klinickych studii (Phuong a spol., 2003)}i Rledani mechanisinonkolytického gsobeni
viru bylo zjiS€no, Zze po podani viru je v Biach lymfomu silg zvySena tvorba tzv.
proteini tepelného Soku hsp70 (heat shock proteins) a gp®6.je vyrazg zesilovana

imunogenita nadoru a nasledndukovana intenzivni protinadorova imunitni odpdyv
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1.5.4.3 Rabdoviry

1.5.4.3.1 Vezikularni vir stomatitidy (VSV)

Virus, ktery je pibuzny vzteklig, zpisobuje u koni, dobytka a vysoké ére
onemockni piipominajici svymi piznaky slintavku a kulhavku. U lidi se pak obvykle
projevuje pouze iiznaky podobné d¢ipce, vzaci pak teba i puchii v ustni dutig. VSV
zatim ukazal usgné vysledky P lé¢bé metastazujicich gliofp melanond a nadoit prsu
v mySich modelech (Fernandez a spol., 2002; RyusX@2). \édcim z Yale univerzity se
aspsre poddilo testovat VSV u mysSi se sarkomengkkych tkani (Paglino a Van den Pol,
2011). BEhem experimeiitse viru VSV podalo zacilit a zlikvidovat 12 ze 13 typsarkoni
a pitom specificky @inkovat pouze na nadorovou tka

1.6 Langat virus (LGT)

Virus Langat je obaleny virus s jedno-vlaknovym N#R(single stranded) genomem
patici do rodu Flavivirus, celedi Flaviviridae, kam vedle typickych arbayirjako je
napiklad pivodce horéky Dengué, virus japonské encefalitidy a virus €laimnice, pat
také cely komplex vir klistové encefalitidy (TBEV): virus nemoci Kyasanurskélesa,
virus Omské hemoragické heéky, virus vrtivky (Louping ill), virus Powassan ary
Stredoevropské kliHvé encefalitidy a Dalného Vychodu. Evahil vztahy flavivifi jsou
ukazany na fylogenetickém stromu (Obr. 2), ve kteld/ly zvyrazny flaviviry napadajici
nervovou soustavilovéka a Langat virus. Tyto viryipnasSené kli&ty jsou endemicky
rozStené téndt na celé severni hemisé& vyjma viru Langat. Virus Langat, kmen TP21, byl
poprvé izolovan z Kklt&at druhulxodes granulatublizko Kuala Lumpur v Malajsii (Smith,
1956). Na rozdil od typickych virpirenaSenych klf&aty, LGT virus nepedstavuje Zadnou
epidemiologickou hrozbu prélovéka. V grirozenych podminkadch nebyla hlaSena Zadna
zavazna onemoeni spojené s infekci virem Langatioveka, a&koliv protilatky proti LGT
byly detekovany v séru (Smith, 1956). Ve srovnawirglentnimi encefalitickymi viry LGT
je mér¢ neuropatogenni, proto bylo provedeno velké mnézsbkusi, kde se testovaly
vakcin&ni schopnosti Langat viru proti TBEV. Ukézalo se teutralizani protilatky
vyvolané infekci LGT zkZert reaguji proti TBEV a zamezuji propuknuti enceidyitu
experimentalnich zvat (Pletnev a spol., 2000; Thind, 1981; Price an@hil973; Smith,
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1967; Thind a Price, 1966 b). Mirné klinické znanekgcefalitidy byly zaznamenany u mysi
po intraperitonealni inokulaci a poSkozeni cenfrakervové soustavy bylo zaznamenano u
makaki po intracerebralnim vpichnuti (Price a spol., 29&3atce po izolaci Langat viru
TP21 byl vytvden oslabeny kmen E5, ktery byl atenuovan opakovapgsazovanim v
kuiecich embryich (Thind a Price, 1966a). Kmen E5 &inmgvyvolaval zadné Klinické
piiznaky a u makak byl mnohem lépe snaSen. Nasledyl LGT TP21 rozséahle testovan
jako Ziva atenuovana vakcina na lidech proti TBEYitsun a spol., 2003; Mandl| a spol.,
1991; Smorodincev a Dubov, 1986). Testovani LGD ja&kciny bylo vSak nahle zastaveno
kvili vzacnému pipadu vyskytu postvakcidai neurologické nemoci (1/20000 vakcinaci).
Na druhou stranu virus Langat ma vyhodné vlastrmstivakcinaci (uZz po jedné imunizaci
vyvola trvalou imunitni odpay’), a proto se vSechny snahy obrétily k vyea vice
atenuovaného kmene viru Langat ve snaze omezit nathukovat jeho neuropatogenitu.
Neuropatogenita Mir je stanovena jejich schopnosti virulence a invzido centralni
nervové soustavy. Kovliwmi neuropatogennich vlastnosti flavivirse vyuZivaji
molekularni mechanismy, které dokazou zasahnoutregidikace viru. Jedna se dit
konkrétni mutace, které zasahujizmé ¢asti burkéného cyklu: pichyceni se na povrch
napadené hiky, replikace RNA a kompletace virovyctastic. Mutace Illl. domény
povrchového proteinu E, mezi jehoz funkcetpiterakce viru s buignymi receptory, fuze
viru s membranou endosomu a také indukce tvorbwusvineutralizujicich protilatek,
potvrdila sniZzeni neuroinvazivity Langat viru (Camefl a Pletnev, 2000). tPreplikaci
flavivira se podileji ob koncové nekodujici oblastteciho ramce viru na regulaci replikace,
translace a baleni viru. Delegsti nekddujicich oblasti ma vliv na neuroinvaziiipletnev,
2001). Poslednim mechanismem owimh neuropatogenity je mutace proteinu C. O jeho
funkci je zatim malo informaci, aledhby se podilet na kompletaci virovy¢hstic. Dale se
pro oslabeni viru five vyuzivat chimerizace dvou jakychkoliv heterogehnflaviviri.
Pletnev a spol. (1998, 2001) provedli chimerizaangat viru TP21 s virem hatley Dengue
typ 4 (DEN4). Vytvdgena chiméra LGT/DEN4, ktera obsahovala premembrgnpootein

M a obalovy protein E z Langat viru a ostatni seke pochazeli z DEN4, prokazovala
zmirnénou neurovirulenci i neuroinvazivitu a to jak u mydk i u makalk (Rumyantsev a
spol., 2006).
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Webb a spol. (1966) ve své studitilévirem Langat TP21 (7 pasazi na mySich
mozcich) 33 paciefits leukémii a jinymi druhy neoplazie, &&$tji s bronchogennim
karcinomem. Z epidemiologického hlediska infekcdisgbila u dvou ietin pacieni jen
mirné horénaté stavy a pouze u dvou se vyvinula encefalitdeerapeutického efektu na
malignity bylo mozno odvodittyii skupiny pacient. 1. skupina — virus jednozéia
pomohl, 2. skupina — virus vyvolal vyloZemegiznivé &inky, 3. skupina — pacienti na
virovou infekci nereagovali, 4. skupina — neSlonezh&né posoudit, zda bylo zlepSeni
zpiusobeno virem nebo Slo o jin&ingwzené virové infekce nebo diky simultannédé
Pozitivni vysledky infekce Langat virem byly dembosény uctyi pacient s pokr@ilym
staddiem malignity (dva pacienti s leukémii a dvai@ati s karcinomem). VSichnityii
pacienti pesli do kratké regrese po inokulaci LGT. Bohuzetigati neli tak pokrailé
stadium nemoci, Ze se nastaipin¢ proSetit vliv LGT na vyvoj nhadorového onemogmi,

neba’ pacienti dive ¢i pozcji zemieli na disledky zapi¢inéné malignim onemoeénim.
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Obr 2: Genetické vztahy mezi flaviviry.

Cerver vyznaené druhy jsou viry Zisobujici nervové onemoéni ¢lovéka.

Zkratky: ALF, Alfuy; MVE, Murray Valley encefalitid; JE, Japonskad encefalitida; USU, Usutu; KOU,
Koutango; KUN, Kunjin; WN, West Nil; YAO, Yaound&PC, Cacipacore; ARO, Aroa; IGU, Iguape; NJL,
Naranjal; KOK, Kokobera; STR, Stratford; BAG, BagaiT, Izrael-tureckd meningoencefalomyelitida siru
TMU, Tembusu; THCAr, kmen Tembusu; ILH, llheus; RCRbcio; SLE, encefalitida svatého Louise; DEN,
denguée; SPO, Spondweni; ZIK, lesni virus Zika; KBRedougou; UGS, Uganda; JUG, Jugra; POT,
Potiskum; SAB, Saboya; BOU, Bouboui; EH, Edge HWF, Zluta zimnice; SEP, Sepik; EB, Entebbe bat;
SOK, Sokoluk; YOK, Yokose; GGY, Gadgets Gully; KForus nemoci Kyasanurského lesa; LGT, Langat;
LI, Louping ill (vrtivka); NEG, Negishi; Sof, Sofji FETBE, TBE Dalného Vychodu; Vs, Vasilchenko; QHF
Omska hemoragicka hdtiea; KSI, Karshi; RF, Royal Farm; POW, Powassan; K&Rdam; MEA, Meaban;
SRE, Saumarez Reef; TYU, Tyuleniy; APOI, Apoi; BBatu Cave; PPB, Phnom Penh Bat; Cl, Carey Island;
BB, Bukalasa bat; DB, Dakar bat; RB, Rio Bravo; MMWontana myotis leukoencefalitida; CR, Cowbone
Ridge; MOD, Modoc; SV, Sal Vieja; JUT, Jutiapa; S$3n Perlita; TBE, klfaty p‘enaSena encefalitida;
WTBE, TBE Zapadni Evropy; RSSE, Virus ruské jaroHencefalitidy.

Prevzato zlanku Neuroinvasive flavivirus infections (Sipspok, 2011).
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2. Cile prace

1. Vytvorit souhrn zakladnich poznditlo onkolytickych virech.
2. Na modelu mySiho melanomu studovat protinadoéiriky viru Langat.

3. Pokusit se zesilit protinddorovy cigek viru Langat kombinaci <kterymi
imunomodul&nimi pristupy a na z&kladaznych aplik&nich rezinii.
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3. Material a metody

3.1 Chemikalie

Na pipravu proenzymové s¥ai byl pouZzit bovinni trypsinogen (14 000 BAEE
jednotek/mg proteinu po aktivaci), bovingichymotrypsinogen A (48 BTEE jednotek/mg
lyofilizovaného preparatu po aktivaci) @amylaza z Bacillus sp. (1780 maltézovych
jednotek /mg proteinu) — vSe dodano firmou Sigmalrish. Cyklofosfamid byl dodan
firmou Baxter pod nazvem Endoxaf g.

3.2 Laboratorni zvirata

V pokusech byly pouzity inbredni kmeny mySi C57Bbtb6firmy Charles
River Laboratories. Jednalo se vyhr&dnsamice, jejichz vahatipdodani se pohybovalo
kolem 18 — 20 g. MySi byly infikovany nejde ve sté 10 tydm, aby bylo dosazeno

imunologické zralosti.

3.3 Virus

V pokusech byla pouzita 20% mozkova suspenze \anght TP21. Tento kmen byl
izolovan v roce 1956 v Malajsii z kl&e druhulxodesgranulatus Dale byl pouzit Langat
virus kmen HyHK-18“3" (Rizek a spol., 2006). Oba viry jsou uchovavany veazené
podol® (-70 °C). Ol suspenze vir byly dar od doc. RNDr. Kopeckého, PAU AUR,
Ceské Budjovice.

3.3.1 Vlastni griprava mozkoveé suspenze viru Langat TP21

Mozky sajicich mySek byly infikovany aplikaci 0,0fl pivodni suspenze viru
Langat TP21 (100 PFU/mI). Paty den jsme z infikgdinmySek vypitvali mozky a dali je
zmrazit. Po sedmi dnech jsme mozky rozmrazili azivd/Se bylo provadno sterilrE.
Podle hmotnosti mozkjsme gipravili dané mnozstvi kultivaniho media L15, aby vysledna
koncentrace mozkové suspenze byla 20%. Mozky jsneefou genesli doiteci misky, kde

jsme je za postupnéhdil@vani media rozéeli na kaSi. Vzniklou suspenzi jsme 10 min.
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centrifugovali (7000 g, -3°C). Supernatant jsmeditii do zkumavek a dali zamrazit (-
70°C). Titr viru byl uten pomoci plakoveé titrace (viz kapitola 3.4.2).

3.4 Buré¢né linie

Bunééné linie melanomu B16-F10, dar od pr8fhové, UMG AV CR, Praha, byly
kultivovany v RPMI 1640 sifidavkem 10% bovinniho fetalniho séra a antibio8kga).
Kultivace probihala v termostatuiip37°C v atmosfée nasycené vodnimi parami a
obsahuijici 5% oxidu utditého.

Pro plakovou titraci byla pouzita bgima linie PS zpragé ledviny
(.porcinekidneystable”) (Inoue a spol., 1962). Tyiaiky byly kultivovdny v médiu L15
(Leibowitz) obsahujicim 3% prekolostralniho telecitéra (PTS), 1% sisi antibiotik a

antimykotik (Sigma; penicilin, streptomycin, ampéatin B) a 1% glutamin.

3.4.1 Fiprava melanomovych burék B16-F10 proin vivo pokusy

Melanomové biiky B16-F10 jsou adhezivni Blky. Pro jejich uvolgni se pouziva
trypsinizani snes (0,02 % trypsin a 0,02% EDTA v PBS). Nejprve &g Kultivacni
medium z kultivéni nadoby aitkrat se buiky dukladné promyji fosfatem pufrovanym
fyziologickym roztokem (PBS). Na posledni promyai gouzije 0,5 ml trypsinizai smesi,
ktera se ihned slije. Poté se fegrdnou pida 0,5 ml trypsinizéni smési a provede se
trypsinizace fi 37 °C. Po 3 — 5 minutach se trypsinizace zagi#ifiim kultivacniho media
RPMI 1640 s 10% FCS, ve kterém saikyrozvolni pomoci Pasterovy pipety. Qtkhé
buiky se geliji do zkumavky a doplni se médiem RPMI s 10%eséna 10 ml. Poté se
buiky nechaji centrifugovat (150g, 10 min.). Po cdag&nim promyti se hiky
rozsuspenduji v RPMI bez séra. Vzorek se obanpgatrgvou motl a spgitaji se zZivé
bunky v Blrkerow komirce. Podle pdeby jsme pak iedovali buréénou suspenzi
kultivatnim médiem, abychom dostali koncentraci 4 mil.dbuml.

3.4.2 Plakova titrace

Tato metoda se pouziva pro stanoveni koncentraogyeh ¢astic ve vzorku. Tzv. titr viru
se vyjaduje v plakotvornych jednotkach PFU (angl. Plaqueniag units) na 1 ml virové

suspenze. Plakova titrace byla prow@a v 24jamkovém panelu naikach PS. Virova
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suspenze byla pakna desitkovodadou v kultiv&nim mediu pro PS hiky (De Madrid a
Porterfield, 1969). Poté se kisa&knym vzorkim viru gidalo 300ul suspenze s&ich PS
burgk o koncentraci 4 — 5 x P0burtk/ml a obsah panelu by#dre promichan. Takto
piipravené biiky byly inkubovany v atmosfé 0,5% CQ pii 37 °C. Po 4 hodinach byly
bunky prevrstveny 40Qul prelivu (roztok 3% karboxymethylcelul6zy a 2x kongentiného
kultivaéniho média L15 v pogmu 1:1). VSe bylo znovu inkubovandgi 87 °C v atmosfie
0,5% CQ po dobu 5 dni. Poté byly bky promyty fyziologickym roztokem a obarveny
naftalenovoucerni (1 g naftalenovéerrg, 60 ml ledové kyseliny octové, 13,6 g octanu
sodného, dopbno do 1 | destilovanou vodou). NeZivénky se neobarvily a tudly loZiska
zlyzovanych buék, které se nam jevi jako plaky.

3.5 Slozeni proenzymoveé sési

Byla pouZita sms o0 nésledujicim slozeni: 0,56 mg trypsinogenu %6 Omg
chymotrypsinogenu + 0,4 mg amylazy na ml fyziol&gito roztoku, sterilizované filtraci.

3.6 Transplantace melanomovych buék B16-F10

Mysim byl oholen pravy bok, kam jim bylo aplikovas@ (pod kizi) 400 000 buék
B16-F10 v 0,1 ml RPMI 1640 bez séra/mys.

3.7 Méreni velikosti nadom

Pro porovnavani tstu nadoi se m@fila jejich velikost pomoci kaliperu. Z
nantienych hodnot se vygdal objem jednotlivych nadar podle nasledujiciho vzorce
(Inaba a spol., 1986):

V = n/6*A*B
A je nej\wtSi nangieny roznér nddoru & je nejmensi nasteny roznér nadoru.
Nadory byly néfeny nejmén dvakrat tydé a namdiené objemy byly statisticky

vyhodnocovany.
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3.8 Detekce metastaz

Pro detekci metastaz byly mySim vypitvany plicécd® byly zakonzervovany 4%
roztokem formaldehydu. Po zakonzervovani jsme piodlédli pod binolupou a spitali

metastaticka loZiska, ktera se jevi jaleoné teky (Vétvicka a spol., 2007).

3.9 Experiment 1: Studium vlivu kombinace proenzymterapie a viru

Langat TP21 na nist nadona.

Byly pouzity 9 tydm staré samice mysi kmene C57BL/Gin&cty den po aplikaci
melanomovych buik B16-F10 byly mysi, s detekovatelnymi nadory, rédedy podle
velikosti nadoii do ¢ty skupin (viz nize). Bylo dbano na to, abyumrna velikost nadoru
byla v jednotlivych skupinach srovnatelna. Téhoé tyla zapdata terapie.

Skupina | — virus Langat TP21 (10 mysi)

0,1 ml viru Langat TP21 (PO0PFU/mI) injikovano intratumoratnprvni
den terapie.

Skupina Il — proenzymoterapie + virus Langat TP21 (10 mysi)

Prvni den terapie bylo mySim injikovano intratumo€i0,1 ml virus
Langat TP21 (1DPFU/mI). TentyZ den byla zahajena proenzymoterapie
— aplikace 0,1 ml proenzymové &n den do svaloviny levé zadni
nohy.

Skupina Il — proenzymoterapie (10 mysi)

Od prvniho dne terapie bylo aplikovano 0,1 ml pmyemoveé snisi deni
do svaloviny levé zadni nohy.
Skupina IV — kontrolni skupina s nadory (10 mysi)

Byl sledovan vliv terapie na objem nada pgreziti mysi.

3.10 Experiment 2: Studium vlivu podani viru LangatHyHK-18“3" p fed
transplantaci nadoru s naslednym. t. infikovanim virem Langat TP21.

Vliv na rast melanomi B16-F10.

V tomto experimentu byly pouzity 8-tydenni samicgSimkmene C57BL/6, které
jsme rozdlili do ¢tyi skupin po osmi (viz nize). Samice ve skudpiha skupirg [l byly
inokulovany 0,2 ml viru HyHK-18“3“ (10 PFU/ml). Po tydnu byl samicim ve v&ech

29



skupinach transplantovan nador B16-F10. 12. derrgmwsplantaci nadoru byl mySim ve
skupirg | a Il injikovan virus Langat TP21 (intratumordlr0,1 ml (1d PFU/mI)).

Charakteristika skupin byla tedy nasleduijici:

8-tydenni samice  9-tydenni samice  11-tydenni samic

Skupina | melanom B16-F10 virus Langat TP21
virus HyHK-

Skupina Il 183" melanom B16-F10 virus Langat TP21
virus HyHK-

Skupina Il 183 melanom B16-F10

Skupina IV melanom B16-F10

Byl sledovan vliv terapie na objem nadaa tvorbu metastaz. Sedmnacty den po

zahdjeni terapie byly mysi zabity zéelem vyhodnoceni metastaz.

3.11 Experiment 3: Vliv pattu inokulaénich davek viru Langat TP21 na
nadorovy rast.

Byly pouzity 10-tydenni samice mySi C57BL/6. Dvagyaaden po aplikaci
melanomovych butk B16-F10 byly mySi rozéleny doc¢tyi skupin (viz niZze) podle velikosti
nadoi. Bylo dbano na to, aby fimérna velikost nadoru byla v jednotlivych skupinéach
srovnatelna. Skupénl, Il a Ill byl aplikovan virus Langat TP21 wiznémcéasovem rozmezi
a patu davek.

Skupina | — virus Langat TP21 podan 1x (8 mysi)

0,1 ml viru Langat TP21 (f0PFU/mI) podano intratumorairdvanacty
den po transplantaci melanomovych &uin

Skupina Il —virus Langat TP21 podan 2x (8 mysi)

0,1 ml viru Langat TP21 (f0PFU/mI) podano intratumorainl2. den a
17. den po aplikaci melanomovych kskn

Skupina Il — virus Langat TP21 podan 3x (8 mysi)

0,1 ml viru Langat TP21 (fOPFU/mI) podano intratumorainl2. den,
17. den a 22. den po transplantaci melanomovychkkoun
Skupina IV — kontrolni skupina s nadory (8 mysi)

Byl sledovan vliv terapie na objem nada pgreziti mysi.
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3.12 Experiment 4. Kombinace fisobeni viru Langat HyHK-18"3" a
cyklofosfamidu na melanom B16-F10.

Byly pouzity 10-tydenni samice mysi kmene C57BLI&anacty den po aplikaci
melanomovych butk B16-F10 byly mySi, s detekovatelnymi nadory, rédedy do ¢ty
skupin (viz nize). Bylo dbano na to, abyupkrna velikost naddr byla v jednotlivych
skupinach srovnatelnd. TentyZ den byla zapeterapie.

Skupina | — virus Langat HyHK-18“3" + cyklofosfamid (6 mysi)

0,1 ml viru Langat HyHK-18“3“ (10 PFU/ml) podano intratumor&in
prvni den terapie. Po dvou hodinach bylo podan@apetritoneald 0,1
ml cyklofosfamidu (100 mg/kg).

Skupina Il — virus HyHK-18“3" (5 mysi)

0,1 ml viru Langat HyHK-18“3* (10 PFU/mI) podan intratumor&in
prvni den terapie.

Skupina Il — cyklofosfamid (5 mysi)

0,1 ml cyklofosfamidu (100 mg/kg) podano intrapamgal@ prvni
den terapie.

Skupina IV — kontrolni skupina s nadory (6 mysi)

Byl sledovan vliv terapie na objem nadar greziti mysi.

3.13 Experiment 5: Vliv infekce viru Langat TP21 namnozstvi zivych
bunék melanomu B16-F10n vitro.

V 96jamkovém panelu jsme do 8 jamek napipetovali 2@0 pl suspenze
melanomovych butk B16-F10 v mediu RPMI 1640 s 10% FCS (25000&&Iml). Buiky
jsme nechali 24 hodin kultivovat v inkubatoru s &%9,. Poté jsme opatéodsali medium a
nainfikovali narostlé biky 200 pl suspenze viru Langat TP21 v mediu RPMIOLS 10 %
FCS. Pouzili jsem suspenze #zmné koncentraci: 5*T0PFU/mI, 1*1d PFU/mI, 2*1G
PFU/mI, 4*1¢ PFU/ml. Poté jsme ponechali itky s virovou suspenzi 24 hodin v
inkubatoru s 5% C&® Abychom mohli spéitat zivé buiky v Blrkerow komirce, museli
jsme je uvolnit za pouziti trypsinizai snesi (0,02 % trypsin a 0,02% EDTA v PBS).
Nejprve jsme pipetou opatfnodsali medium a 2x promyli 200 ul PBS. K promytym
buinkdm jsme gidali 50 ul trypsinizani snesi a inkubovali jsme hiky 5 minut i 37°C. Po
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inkubaci jsme fidali do jamek 150 pl media RPMI s 10% FCS a pejidpromichali
pipetou, aby se uvolnily vSechnyitky. Buiiky jsme obarvili trypanovou méda spgitali v
Birkerow komirce. VSe jsme prov&t v duplikaci. Prvni den jsme spitali vzdy dw
jamky od kazdé koncentrace. Zbylénky s virem jsme nechali kultivovat do druhého dne.

Druhy den jsme sptali buiky ve zbylych jamkach obdobnymigobem jako den prvy.

3.14 Vyhodnoceni vysledi

Statistické vyhodnoceniistu nadoit bylo provedeno pomoci Studentova t-testu v
programu MS Excel. Statistické vyhodnoceni dotsZji mySi bylo provedeno v programu
MedCalc pomoci testu ,Survival Analysis“. VysledKgjichZz hladina vyznamnosti P byla
mensSi nebo rovna 0,05 byly povazovany za signifikiara jsou v grafech ozteny

symbolem (h¥zdicka, trojuhelnéek).
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4. Vysledky

4.1 Experiment 1 : Studium vlivu kombinace proenzyroterapie aviru

Langat TP21 na nist nadona.

V tomto experimentu byl sledovan vliv proenzymopeea viru Langat TP21 a jejich
kombinace naiist nadod. Jak vyplyva z Obr. 3, virus samotnyispboval vyraznou redukci
nadoroveho tustu. Proenzymy {gsobily rovréz redukci nadorovéhoustu, ale meé#
vyraznou. Kombinace viru a proenzgnbyla srovnatelna sigobenim samotného viru,
nedosSlo tedy k aditivitani synergii.

1 R L - i I
5000 -
4000 -

3000 +

2000 +

objemnadoru [mm?]

1000 -

3 7 10 14 17
dny po zahajeni terapie

®virus Langat TP21 ®virus Langat TP21 + proenzymy ™ proenzymy ™ kontrola

Obr. 3: Vliv proenzymoterapie, viru Langat TP21 gigh kombinace naust nadot..
Hladina statisticky vyznamného rozdilu Rikontrole:™ = P<0,05;

= p <0,01; - p < 0,005. Hladina statisticky vyznamného rozdilu:#i skupire
proenzymyA = P <0,05.
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Nasledujici graf (Obr.4) znazarje mortalitu mysi v zavislosti na dnech p@aau

terapie. Z grafu je patrné, Ze Zadna z terapii dheema gezivani mysi vyznay vliv.

Statistické vyhodnoceni tento fakt potvrdilo.

pocet preZivajicich mysi (%)

100

80—

60—

40—

20—

60
dny po zahjeni terapie

—— virus Langat TP21

virus Langat TP21 + proenzymy
proenzymy

kontrola

Obr. 4: Vliv proenzymoterapie, viru Langat TP21egigh kombinace nauist nadoti. Vliv

jednotlivych terapii nafezivani mysi.

4.2 Experiment 2: Studium vlivu podani viru LangatHyHK-18“3" p red

transplantaci nadoru s naslednym it. infikovanim virem Langat TP21.

Vliv na rast melanomu B16-F10.

aplikaci viru Langat TP21 ovliwje rist nddoii. Z Obr. 5 je patrné, Ze inokulace samotnym

Cilem tohoto pokusu bylo zjistit, zda vakcinaceewir HyHK-183" s naslednou

virem HyHK-18“3“ méla spiSe opmy nez terapeutickydinek. Od 13. dne terapie jést

nadofi dokonce vysSi nez u kontrolni skupiny. Ani komismasakcinace virem HyHK-

18“3“ s podanim viru Langat TP21 nebyla &&pa, vakcinace dginek viru Langat TP21

vyrazre potlaila. Signifikantni sniZenidstu nadoit je vidét u skupiny, kde byl podan

samotny virus Langat TP21. Sedmy den od zahajaapite byla dosazena statisticka

vyznamnost rozdilu velikosti nadomezi kontrolni skupinou a skupinou, kde byl apli&o
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samotny virus Langat TP21. Tato hladina vyznamnddtise zachovala do konce
experimentu.

Obr. 6 a Obr. 7 udavaji vyskyt a intenzitu metasia obr. 6 je uvedeno procento
mysSi s vyskytem metastaz. Obr. 7 zobrazujergrny patet metastaz u mysi, u kterych byly
metastdze detekovany. Ve vSech skupinidch byl zeamamiidky vyskyt metastaz. Vliv

jednotlivych terapii je sporny.

6000
5000 -+
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3000

2000

objemnadoru [mm? ]

1000

3 5 7 9 11 13 15 17
dny po zahajeni terapie

mviruslLangat TP21  mvirus HyHK-183 + virus Langat TP21 virusHyHK-183  m kontrola

Obr. 5: Inokulace virem HyHK-18“3" s naslednym padé viru Langat TP21. Hladina
statisticky vyznamného rozdiliscvkontrole™ = P<0,05;

*t= p < 0,01. Hladina statisticky vyznamného rozdifigi\skupir virus Langat TP21 +
virus HyHK-18"3“: A = P <0,05.
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virusLangat TP21  virus HyHK-183 + virus HyHK-183 kontrola
LangatTP21

Obr. 6: Inokulace virem HyHK-18“3" s naslednym pad&iru Langat TP21. Procentualni
incidence metastaz v jednotlivych skupinach.
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LangatTP21

Obr. 7: Inokulace virem HyHK-183“ s naslednym padaviru Langat TP21. Vliv
jednotlivych terapii na pimerny pa‘et metastaz u mysi, u kterych byly metastazyrgyist
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4.3 Experiment 3: Vliv paétu inokulaénich davek viru Langat TP21 na

nadorovy rast.

Zajimalo nés, jaky bude mit opakované podavani imngat TP21 vliv natst
melanont. Jak vyplyva z Obr. 8, s vyjimkou 34. dne nebylyazné rozdily mezi jednou,

dvoji ¢i troji aplikaci viru Langat TP21.

12000 -
11000
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7000
6000
5000
4000
3000
2000
1000

objem nadoru [mm?]

3 5 7 9 11 13 15 20 23 27 34

dny po zahajeni terapie
B 1xvirus Langat TP21 B 2xvirus Langat TP21 3xvirus Langat TP21 ® kontrola

Obr. 8: Podavani viru Langat TP21 wanych casovych rozmezich. Hladina statisticky
vyznamného rozdiluwi kontrole: * = P<0,05;*¥ = P <0,005.

Nasledujici graf (Obr. 9) znazarje mortalitu mysi v zavislosti na dnech p@atau

terapie. Z grafu je patrné, Ze zZadna z terapii deema gezivani mysi vliv, statistické

vyhodnoceni to potvrzuje.
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Obr. 9 Podavéni viru Langat TP21 ¥zanychc¢asovych rozmezich. Vliv jednotlivych terapii
na pezivani mysi.

4.4 Experiment 4: Kombinace misobeni viru Langat HyHK-18“3" a
cyklofosfamidu na melanom B16-F10.

Z Obr. 10 vyplyva, Ze samotny virus HyHK-18“3“ugobi ®&innou inhibici
nadorového stu srovnatelnou sigobenim  cyklofosfamidu. Kombinace viru
s cyklofosfamidem vykazovala vyrazné znamky symegrggjména koncem experimentu.

Obr. 11 znazawuje vymirani mySi v jednotlivych skupinach. Pom&lepitibeh
mortality byl zaznamenan u skupin, kde byl podarklafpsfamid, gedevSim pak
v kombinaci s virem HyHK-18“3". Pokus neni uzau, bude trvat je§tnejmég mesic.
K dneSnimu dni (39. den terapie) se hodnota stdystyznamného rozdilu mezi skupinou
virus HyHK-18“3" + cyklofosfamid pibliZila statistické vyznamnosti (P = 0,06).
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Obrazek 10: Kombinace viru HyHK-18“3" s cyklofosfalam.
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Obr. 11. Kombinace viru HyHK-18“3" s cyklofosfamide Vliv jednotlivych terapii na

prezivani mysi.
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4.5 Experiment 5: Vliv infekce viru Langat TP21 namnozstvi zivych

bunék melanomu B16-F10n vitro.

Timto jednoduchym pokusem jsme se snaZili dokdtakyy efekt viru Langat TP21
na melanomové hiky B16-F10. Vysledky shrnuté v Tab. 3 ukazuji d@st&nou redukci
poctu nadorovych butk vlivem viru. Na rozdil od kontroly, kdy dostatékvin v mediu a
mista (nedoslo k vytweni konfluentni kultury) zjsobil vyrazny naist patu burgk, pod

vlivem viru byl tento néist brzdn.

Tab. 3 : P@et Zivych buek melanomu B16-F10 pod vlivem viru Langat TP21itiov

1. den 2. den
koncentrace viru Emerny patet burgk [ pramérny paiet burgk
510" PFU/m 1,4 2,6
1*10*PFU/mI 1,6 2,6
2*10° PFU/mI 2,6 3,2
4*10° PFU/m 2,8 3,6
kontrola 3,2 6,6
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5. Diskuze

Prvni experiment ukazal velmi vyrazny vliv viru lgat na redukci nadorového
rastu, ale bohuzel se neprojevil prodlouzenim zivdtento za¥r odpovida praci &dca
z lékaské univerzity nemocnice Sv. TomaSe v Longyktera je shrnuta v kapitole 1.6
(Webb a spol, 1966). Kombinace viru Langat s prgeraterapii nefinesla zadné vysledky
ani na udrovni peziti ani na Udrovni nadorovéhoustu. Vyznam pouZiti protedz
(proenzymoterapie a enzymoterapie) je &patn v odstraovani Gstového faktoru TGB-

s naslednym zeslabenim maskovani nadaied imunitnim atakem. Snizovani T@F-
pomoci protedz bylogkolikrat prokazano (Desser, 2001, Lauer a spoD120Byl prokadzan

i vliv proenzymoterapie na snizovanistu melanomu (Kalferstova 2008). Mozny
mechanismus proenzymoterapie na snizovadisiur nadoit spaiva v aktivaci alfa-2-
makroglobulinu, ktery zinou své komformace vychyta cytokiny v krvi (Webb9&}®
Timto mechanismem se vychytaji i cytokinyitené nadory (TG, IL-10). Takto odhalené
virem napadené nadorovérty by mohly byt dostatenym stimulem pro imunitni atak. Na
zaklacd vysledlki se domnivame, Ze nadorovéiky pravdpodobré napadené virem nejsou
schopny produkovat dostatee mnozstvi TGH- k obrarg proti atakim imunitniho systému
a tudiz aditivni uziti proenzymoterapie ngonvliv. Jedna se samigimé o spekulaci.
Presné pochopeni mechanismu by vyZadovalo dalSiustudi

Druhy experiment potvrdil vysokou ¢imnost viru Langat TP21 i ip snizené
koncentraci. Virus HyHK-183" podavanyigd transplantaci nadoru n&nma uchyceni a
ani na rozvoj naddr vliv. Imunitni odpo¥d’ vyvolana timto virem na nadory evide&itn
nepisobila, ale velmi vyrazh eliminovala @inky nasledd podaného viru Langat TP21
(pravEpodobré stimulovany imunitni systéméiinné likvidoval virus Langat TP21).

Treti experiment potvrdil f@dchozi Uvahy. Opakované podavani viru &dermiadny
protinadorovy dinek, coz si vys#tlujeme tak, Ze vyvolana a zesilovana imunitni ocdd
se zamiovala fgedevSim proti viim. To se shoduje s vysledky prace Biesecker a spol.
(2010). V jeho rozsahlé praci popsal vliv optimabhvky, pdtu davek a n&sovani
viroterapie na efektivnost protinadorové terapibledre optimalizace p&tu davek jeho tym
zjistil, Ze podanim dvou rozdilnych davek viru nepdi @inky nez podani jedné davksj,
pravidelné injikovani viru. Zajimavé vysledky bylgiskany pi testovani n&sovani
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viroterapie. Tyto vysledky potvrdily @) zawr z druhého pokusu. KdyZ je davka dana
piectasré, kdy mysi je& nedosahly imunologické zralosti, tak podani drdagky bude
snizovat dinnost viroterapie, kterd by jinak byla dosahnutadgnim jedné davky viru.
Biesecker a spol. (2010) zjistili, Ze podanim drald&ky v nej¢étSim rozmachu tumoru,
viroterapie dosahne maximalnih&inku.

Posledni experiment in vivo ukazal srovnatelny vina HyHK-18“3" s virem Langat TP21,

z ¢ehoz usuzujeme, Zéima destrukce napadenych Bkivirem neni az tak podstatna.
Cyklofosfamid ma dvoji &inek a to cytotoxicky protinadorovy a imunosuprima

Celkovym efektem tohoto dvojihaipobeni byla redukce nadoru srovnatelnésopeni viru
HyHK (evidentré prevladl toxicky vliv na nador), coz odpovida prdada a spol. (1999).

Kombinace cyclofosfamidu a viru HyHK-18"3" byla wei G¢inna. Toto sobeni si
vyswétlujeme tak, Ze suprimovana imunita nebranila pé&milk pomnozovani, expanzi a
pusobeni viru HyHK-18“3". Opak jsme pozorovali ¥eglchozich experimentech, zejména u
experimentu 2, kdy stimulovana imunita protinad@é@rsobeni vié U¢inné potlatovala. Je
tteba také zminit vliv kombinace viru HyHK-183" aagfosfamidu na pomalejsi {goch
mortality. V praci Fulci spol. (2006) dodpke stejnému vysledku pouZzivanim viru herpes
simplex a podanim cyklofosfamidiigal samotnou injikaci onkolytického viru. V jejichépi
je popsan mozny mechanismu imunosupresivniimkd cyklofosfamidu na snizeni
odstraovani viru imunitnim systémem. Z jejich pokusyplyva, Ze zvySenou expresi viru
zagicinuje imunosupresivnigsobeni cyklofosfamidu na mikroglie v mozku, makgyf&a
IFNy. ZlepSeni viroterapie pomoci imunosupresivnikinku cyklofosfamidu potvrzuji
mnohé dalSi studie (Wakimoto a spol., 2004; Kamkarspol., 2005; Friedman a spol.,
2006).

Experiment in vitro ukazal tité pfimé protinadorové dinky viru Langat TP21.
Otazku, zda je to vysledkem antiproliferativni¢iacytotoxického g@gsobeni viru, je v tomto
piipact obtizné rozhodnout, neb@racujeme s rychle adherujicimitiami jejichz nutn
trypsinizace znemaitije sp@itani mrtvych bugk. Protinadorovy &inek ale neni tak velky,
abychom jim mohli vysstlit znatné efekty v in vivo experimentech, kde siejm¢
spoluttastni imunitni systém a likviduje Bkly exprimujici na svém povrchu fragmenty

virovych antigefi s komplexi MHC |.
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Ve v8ech pokusech se ndm virus Langat TP21 jekadl {ginny protinadorovy agens.
| jeho atenuovana forma projevuje srovnatelné wdjsiea mohla by byt pouzitelna jako
protinadorovy¢initel. Langat TP21 i jeho atenuovana formaja¢ vyvolavaji prudkou
imunitni odpo¥d’, kter4 je poSkozuje a zabiji. Proto se jevi jakezhytné jejich
kombinovéni s fechodnou (i jednorazovou) aplikaci imunosupresiv.

Z hlediska mechanismutapobeni viru Langat TP21 sd&epr¢ jedna o kombinaci
casténého gimeho efektu na nadorovéiky se zvySenim antigenicity virem napadenych
nadorovych bugk (exprese fragmentu virovych antigema povrchu virem napadenych
nadorovych bu¥k). Druhy mechanismus jefggmé podpden snizenou schopnosti virem
napadenych nadorovych hiknse branit imunitnimu ataku na zakigatodukce supresivnich

cytokina.
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6. Souhrn

X Byl potvrzen statisticky vyznamnyciimek i. t. aplikovaného viru Langat TP21 na

snizeni #istu nadoit melanomu B16-F10 u mysi.
<> Virus Langat TP21 neovlitoval dobu peziti mySi nesoucich melanom B16-F10.

X Kombinace viru Langat TP21 s proenzymoterapii naggkala Zadné rysy aktivity

nebo synergie.

<> Vakcinace virem HyHK-183“ nila negativni vliv na protinadorovyiinek nasleda
aplikovaného viru Langat TP21. Vakcinace virem Hy#H&'3“ nengla vliv na

prijeti nasleds transplantovanych bgk melanomu B16-F10 dst nadoru.

X Ani vakcinace HyHK-18"3" ani samotny virus LangaPZ1 neovliviovali vyskyt

metastaz.

X Opakovanad i. t. aplikace viru Langat TP21 nezvyioyeho protinadorovy dinek,
ten byl srovnatelny vifpact jedné, dvoji i troji aplikace tohoto viru.

X Opakované podavani viru nélm Zzadny dopad nargzivani mysi.

X Virus HyHK-18“3“ aplikovany i.t. prokazal terapecky &inek na fist

nadofi srovnatelny simsobenim viru Langat TP21.

XS Kombinace viru HyHK-18"3" s cyklofosfamidem prokdz&rapeuticky dinek na

rast nadod.
X Kombinace viru HyHK-18"3" a cyklofosfamidu vyraZmovliviiovala gezivani mysi.

<> V in vitro pokusu byl prok&zanipmy protinaddorovy tinek viru Langat TP21.
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