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ANOTACE

Prace se vénuje popisu rakoviny, charakteristikam a vlastnostem tohoto onemocnéni. Nasledn¢
se vénuje popisu viru herpes simplex, jeho stavbé a mechanismu infekce. Nakonec se prace
zaméfuje na 1écbu rakoviny pomoci viru herpes simplex, jejimi vyhodami a jednotlivymi

derivaty tohoto viru vyuzivanych pfi studiich a 1écbé.
KLICOVA SLOVA
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TITLE

Cancer treatment using the herpes simplex virus
ANNOTATION

The work is devoted to description of cancer, characteristics and features of this disease. Then
it describes strucutre and mechanism of herpes simplex. Work focuses also on the threatment

of cancer using herpes simplex, its benefits and variations of virus used in studies and treatment.
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SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK

IBBL — rekombinantni lidsky ligand

APC — antigen prezentujici buiika (antigen presenting cell)
BAM HI-B - restrikéni endonukledza

BAX — proapopticky gen

BiTE — bispecifické T — bunécné aktivatory

CD20 — diferenciacni klastr 20

CD4 — diferenciacni klastr 4 (cluster differentiation 4)
CDA40L — ligand CD40

CD8 — diferenciac¢ni klastr 8 (cluster differentiation 8)
CEA — karcinoembryondlni antigen

cGAS — cyklickd gamamonofosfat — adeninmonofosfat syntaza
CPA — cyklofosfamid

CSC — rakovinova kmenova burka (cancer stem cell)

CTLA — 4 — antigen asociovany s cytotoxickymi T — lymfocyty 4 (Cytotoxic T-lymphocyte-

associated antigen 4)

DAMPs — damage — associated molecular patterns
DNA — deoxyribonukleova kyselina

E2F — transkrip¢ni faktory

ECM - extracelularni matrix

Eg — casné geny (early genes)

G207 — derivat herpes viru

GAG - glykosaminoglykany

gH — glykoprotein H

gl — glykoprotein L



GM — CSF - faktor stimulujici kolonie granulocyti a makrofagl (granulocyte macrophage —

colony stimulating factor)

Gy — Gray, jednotka radioaktivity

HCF-1- faktor hostitelské buiiky 1 (host cell factor 1)

HF10 — derivat herpes viru

HSV — Herpes simplex virus

ICPO — ubiquitin — proteinovy ligdza, protein infikované bunky (infected cell protein 0)
ICP34.5 — neuroviruletni faktor, protein infikované buriky (infected cell protein 34)
ICP4 — Hlavni transkrip¢ni faktor, protein infikované bunky (infected cell protein 4)
ICP47 — protein infikované bunky (infected cell protein 47)

ICP6 — protein infikované buiiky (infected cell protein 6)

IEg — bezprostifedné Casné geny (immediate early genes)

IFN — interferon

IL — interleukin

IS — imunitni systém

IT — intratumoralni (podani)

lacZ — gen Escherichia coli

LAT — aktivator T — lymfocyti

Lg — pozdni geny (late genes)

MAGE — A3 — antigen asociovany s lidskym melanomem

MAVs —mitochondrialni antivirovy signalni protein (mitochondrial antiviral signaling protein)
MDM2 — enzym pracujici jako ubiquitin ligaza

MHC - hlavni histokompatibilni komplex (Major histocompatibility complex)
MMPs — matrixové metaloprotedzy

NIS — sodno — jodidovy transporter



NK buiiky — Natural killer cells

Nodal — epigen

NV1020 — derivat herpes viru

oHSYV — onkolyticky herpes virus

OV — onkolyticky vir

P50 — proteinova fosfataza

P53 — protein, kodovany genem 7P53

P65 — transkrip¢ni faktor

PAMPs — struktury typické pro patogenni buniky (pathogen — associated molecular patterns)
PD — 1 — programovana buné¢nd smrt (programed cell death)

PD — L1 - ligand programované smrti (programed cell death ligand)

PRR — receptory pro rozpoznévani vzorct (pathogen recognition receptors)
pUL36 — velky obalovy protein

pUL37 — vnitini obalovy protein

PUMA/BBC3 — upregulovany modulator apoptozy p53

Ras — rodina geni tvofici proteiny, které fidi bunéénych rist a bunécnou smrt
RB — retinoblastomovy protein

RL1 — neurovirulentni faktor

RNA — ribonukleova kyselina

SC — kmenova burika (stem cell)

scFv — jednotetézcovy variabilni fragment

T — VEC — talimogene laherparepvec

TAA — s tumorem asociovany antigen

TCR — receptor cytotoxickych T lymfocyta



TIR — Toll/interleukin — IR

TLR — Toll — like receptor

TNF — tumor nekrotizujici faktor

TP53 — tumor supresorovy gen

Treg — regulacni T lymfocyty

TRIF — TIR — domény obsahujici adaptér indukujici interferon — beta
TriTE — trispecifické T — bunécné aktivatory

UL43 — gen kodujici obalovy protein

ULS53 — gen kodujici kapsidovy protein

UL55 — gen kodujici glykoproteinovy obal

UL56 — gen kodujici protein UL56

VEGF — vaskularni endotelovy ristovy faktor (Vascular endothelial growth factor)
VP16 — obalovy protein, ktery podporuje expresi ¢asnych genti

VP22 — obalovy protein

y34.5 — gen herpes viru



UvVOD

Tato prace se zabyva tématem onemocnéni rakovinou, popisem a patogenitou viru

herpes simplex a vyuzitim tohoto viru pro 1é¢bu rakoviny.

Rakovina, t¢Z zndméa pod nazvem maligni ¢i zhoubné onemocnéni, pii kterém se
nekontrolovatelné mnozi a rostou bunky riznych tkani, je uz od pradavna povazovana za
zaketné onemocnéni s riznou rychlosti Sifeni a nizkou Sanci na vyléCeni. Jeji zaludnost tkvi

v jeji nezavislosti na hostiteli, schopnosti zaopatfit si pro své preZiti vyzivu a mikroprosttedi.

Virus herpes simplex se fadi mezi herpesviridae a obsahuje velky genom
s deoxyribonukleovou kyselinou. Infikuje hostitelovi buiiky, ve kterych se mnozi, uzavira
bunéény cyklus a nasledné€ zpasobuje jejich lyzi. Taktéz se umi branit proti imunitnimu
systému, a to inhibici drah, které aktivuji buiiky imunitniho systému, nebo piimo ptisobi na

nezralé bunky, ¢imz zastavuje jejich zrani a tim snizuje jejich aktivitu.

Mutaci herpes viri dokdzeme vyuzit jeho zminénych vlastnosti proti nadorovym
buitkdm a tim zamezit $itfeni ¢i ristu nadord. Mutované neboli onkolytické viry Ize pouzit pro
léc¢bu riznych druht nadorid, a navic mizeme onkologické viry tzv. ,,vyzbrojovat“ specifickymi

geny ¢1 molekulami a tim docilit vy3si Gi€innosti a specifité proti nadortim.

Mezi nejznamé;jsi onkolytické viry z rodu herpeviridae patii Talimogene laherparepvec,
HF10, G207, HSV — 1716 a NV1020, jedna se o viry, které vznikly deleci ¢i inzerci raznych

gend, které sniZily jejich patogenitu a zvySily jejich selektivitu vi¢i nadortim.
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1 RAKOVINA

Rakovina predstavuje rozsahlou skupinu velmi odliSnych nadorovych onemocnéni,
ktera se nekontrolovatelné€ rozristaji a maji schopnost se sifit po celém téle neboli metastazovat
(1). Do této skupiny lze zatadit napiiklad karcinomy ¢i sarkomy, leukémie, lymfomy
a myelomy, ackoliv se pro tyto onemocnéni béZzn€ nazev rakovina nepouziva, do této skupiny

patii také (3). Jedna se o celosvétoveé druhou nejcastéjsi pricinu umrti (2).

Onemocnéni je jednak podminéno geneticky, stejné tak i chovanim a Zivotospravou
hostitele, napiiklad koufeni ¢i nadmérny piijem kalorii taktéZ zvySuje riziko vzniku
rakovinového bujeni. Dal§imi kritickymi faktory jsou defekty imunitniho systému, piesnéji

bungk, které nejsou schopné detekovat a ni¢it nove vzniklé nadorové buiiky (9).

1.1 Historie

Prvni pisemné zminky a popis rakoviny prsu se nachéazi v papyru Edwina Smithe (obrazek
¢. 1) z roku ptiblizn¢ 3000 pfed nasim letopoctem. Pisatel v tomto spise doSel k zavéru, Ze
vypoukly nador na nadru je zavazna choroba, na niz neexistuje zadna 1écba (30). Eberstv
papyrus z roku asi kolem 1500 pied nasim letopoétem obsahuje prvni zminky o nddorech
mekkych tkéni, tukovém néadoru, taktéZz obsahuje zminku o mozné rakoviné ktize, délohy,

zaludku a konecniku (31).

Obrazek 1: Papyrus Edwina Smithe, pfevzato z (128).
V davném Recku Hippokrates, zakladatel 1ékaiské védy, a jeho Zaci véfili, Ze rakovina
vznikd z ptirozenych piicin, jako naptiklad nadbytek ¢i nedostatek krve, hlenu, zlu¢i a dalSich

jinych télnich sekretti. Nazev ,,rakovina® taktéz vytvotil Hippokrates. Rakovinové vyristky
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tomuto mysliteli, pfipominali kraba (lat. carcinus), ¢imz vznikl ndzev carcinoma, cesky
karcinom (zhoubny nddor) a cancer, Cesky rakovina (viedovity zhoubny nador). Od téchto dvou
byl odd¢€len scirrhus, Cesky tvrdy néador, ktery byl popsan jako nador s nejistym zhoubnym

potencialem (32).

Rimsky lékai Celsus se ve svém dile De Medicina zminil o rakoviné visceralnich
a parenchymovych organti, jako jsou zaludek, stievo, jatra a slezina. Taktéz védél, ze
karcinomy prsu maji tendenci se vracet a vnikat do podpazi, zpisobovat otoky paze a také

zpisobit smrt rozsitenim do vzdalenych orgéana (33).

O néazev sarkom se zaslouzil 1€kat fimsky Galén, rovnéZ napsal nejvétsi pocet pozndmek
o rakoviné a nadorech, které byly prelozeny z fectiny do latiny a hojné rozsifeny. Bohuzel tim,
ze zapadaly jak do kiest’anské teologie, tak i arabského uceni, oddalily pokrok v porozuméni

vzniku rakoviny a jeji 1é€by o nekolik stoleti (55).

Prvni, kdo vefejné¢ odmitl Galénovy teorie byl francouzsky lékat Henri de Mondeville
(1260-1320), zjednodusil terminologii a rozdélil rakovinu na jednoduchou a slozenou formu,
zavedl klasifikaci nddort vzhledem k velikosti, anatomickému umisténi a k tomu, zda se jedna
o povrchovy nebo hluboky nador. TéZ rozvinul koncept zevnich karcinogenti a domnival se, ze

karcinogeny se do téla dostavaji vyvody zlaz (35).

V 17. stoleti londynsky chirurg William Salmon popsal, Ze nddory mohou byt primarni
nebo sekundarni, které vznikaji z rakoviny v jinych ¢astech, ¢imzZ vlastné popsal metastaze.
Salmon taktéz zastaval nazor, Ze pokud neni znama pficina rakoviny, jeji vyléCeni bude obtizné.
Dale byly poprvé predstaveny a nahlaseny slizni¢ni karcinomy vajecnikli a rakovina varlat.

Otisténim téchto piipadl pocalo publikovani kazuistik v 1ékaiskych periodikéach (12).

Vsechny tyto uspéchy a poznatky, které jsou spojeny s dalSimi objevy mnoha dalSich

védct, daly zaklady dnes$ni diagnostice naSemu chapani rakoviny (11; 12).

1.2 Rakovina a jeji zakladni charakteristiky
Studie dospély k zavéru, ze nadorové buiiky jsou ,.transformované buniky* s mutacemi na
genetické ¢i epigenetické trovni (9) sobéstacné v riistu, schopné novotvorby krevnich kapilar

(angiogeneze), ¢imz si bunky zajiStuji neomezenou vyzivu a s neomezenym replikaCnim

potencialem. Dalsi jejich vlastnosti je necitlivost na protiristové signaly, schopnost invaze do
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tkani a zakladat sekundarni loziska neboli metastazovat (1). VSechny tyto vlastnosti, jak je

graficky zobrazeno na obréazku ¢islo 2 se navzajem dopliuji a posiluji.

Udrzovani proliferace

Necithvost na

protirustové signaly

Invazivita, metastize

Neomezeny replikaéni
potencial

Obrazek 2: Zéakladni charakteristiky rakoviny, pievzato a upraveno

z (29).

1.2.1 Sobésta¢nost v rustu

VétSina rustovych faktorii je tvofena jednim typem buiky a plsobi na sousedni butiku,
¢imz stimuluje proliferaci. Za normalnich okolnosti bunky, které produkuji ristovy faktor,
neexprimuji ptibuzny receptor, ¢imz se brani ke vzniku smycky pozitivni zpétné vazby v ramci
téze bunky. Toto pravidlo v§ak nddorové buniky poruSuji hned nékolika zplisoby, jako naptiklad
ziskanim schopnosti syntetizovat stejné ristové faktory, na které reaguji, nebo v nékterych
ptipadech nadorové buiky vysilaji signaly, které aktivuji normalni bunky a ty zacnou

produkovat riistové faktory (27).

1.2.2 Angiogeneze

Aby nédory mohly rast a metastazovat, musi vyvolat riist novych cév (angiogenezi).
Zatimco v normdlnich tkanich je cévni klid udrZzovdn dominantnim vlivem endogennich
inhibitori angiogeneze nad angiogennimi podnéty, v nadorovych tkénich je angiogeneze
indukovana zvySenou sekreci angiogennich faktorti nebo sniZenim regulace jejich inhibitord

(28).
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Hlavnim faktorem nédorové angiogeneze a podporou ristu a metastdz je vaskularni
endotelidlni rastovy faktor (VEGF) (36). Plivodné byl identifikovan jako faktor, ktery pochazi
z nadorovych bunék, a proto se zaCal pouzivat nazev faktor vaskuldrni permeability, ale
nasledné studie charakterizovaly VEGF jako specificky mitogen pro endotelové buiiky (37).
VEGF je homodimerni glykoprotein vézajici heparin, ktery se vyskytuje ve cCtyfech

izoformach (38).

Exprese VEGF v nadorovych bunkach je indukovana tfemi molekuldrnimi cestami. Prvni
cesta je pomoci rastovych faktord vylu€¢ovanymi nddorem, jako je naptiklad rastovy faktor —
alfa, ktery ptimo stimuluje rist nadoru v autokrinni smycce a soucasn¢ indukuje sekreci VEGF
pochazejiciho z nddoru, ktery pisobi parakrinné jako silny proangiogenni faktor, jenz rekrutuje
stromdlni krevni cévy do nadoru, ¢imz podporuje jeho vyzivu (39). Dalsi moznost indukce
exprese VEGF je hypoxie, tedy snizena okyslienost tkané¢ (40). Tento mechanizmus ma
vyznam ve tkani postihnuté nadorovou nekrézou nebo v jeji bezprostiedni blizkosti. Na expresi
VEGEF se taktéz podileji onkogeny, pficemz hlavni indukéni roli mé onkogen ras a supresivni

funkci p53, tedy nadorovy supresorovy gen (41).

1.2.3 Necitlivost na protiriistové signaly

Nadorové bunky jsou schopné obchazet vykonné programy, které negativné reguluji
bunécnou proliferaci, které jsou fizeny nadorovymi supresory. Centralni kontrolni uzly jsou

proteiny RB (retinoblastomovy protein) a tumorsupresorovy gen 7P53 (27).

RB protein je Ustfednim reguldtorem bunééného cyklu a predstavuje transkripcni
korepresor. Tvoii komplexy s transkripénimi faktory rodiny E2F, méni jejich promotorova
mista na represorova (42), ¢imz snizuje transkripci gena (43), ovliviiuje replikaci DNA
a pfechod bun¢k z G1 faze do S faze. Konkrétnimi cily RB — E2F komplexu je naptiklad DNA
polymeraza alfa, cyklin A, thimidinkinaza, dihydrofolatreduktaza, cyklin-dependentni kinaza
a slozky minichromozomového udrzovaciho komplexu 3 a 5 (44). Ztrata funkce RB je
ustfednim krokem ve vyvoji rakoviny (45). Prvné byly identifikovany dédi¢né mutace, které
predisponuji vznik retinoblastomu a osteosarkomu (46). Pozdéjsi studie prokéazaly, Ze mnoho
typll naddortt mé inaktivovanou formu RB vznikajici na zédklad€ spontannich zmén, zejména

u karcinomu plic, gliomu, karcinomu jicnu a nadort jater (47).

TP53 je nejznamé;jsi a nejprozkoumancjsi tumor supresorovy gen. Jeho hlavni funkei je

indukce apoptdzy a zéastava bunécného cyklu, taktéZ se podili na opravach DNA, kontrole
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metabolickych drah, implantaci embryi a usmérniovani bunééného starnuti (48). Plsobi jako
transkripcni faktor, ktery aktivuje velké mnozstvi gent, jako jsou induktory apoptézy BAX
a PUMA/BBC3 (50). TP53 je nejcastéji mutovanym genem lidskych nadorti. Odhaduje se, ze
az polovina karcinomul nese mutace nebo delece tohoto genu. Ostatni nadory ztraci funkci p53
napiiklad ptisobenim virovych onkoproteinii nebo nadmérnou expresi MDM2, coZ je enzym,
ktery za fyziologickych podminek udrzuje hladinu p53 velmi nizko. ZvySena produkce tohoto

enzymu zpuisobuje proteolyzu p53, a tedy rusi jeho funkci (48; 49).

1.2.4 Neomezeny replikacni potencial

Normalni somatické bunky se mohou délit omezené. Jejich telomery se postupné
zkracuji. Po dosazeni kritické délky se aktivuji RB a TP53, které zpusobi mitotickou krizi
a senescenci, to znamena, ze buiika je metabolicky aktivni, ale uz se nemutze délit. Nakonec

nastava bunécna smrt (27).

Telomery jsou komplexni struktury, které uzaviraji konce ramen chromozomi
eukaryotickych bunék a udrzuji stabilitu a integritu genomu. Jsou sloZeny z hexamerové,
tandemové se opakujici sekvence deoxyribonukleové kyseliny (DNA) a telomerového
vazebného proteinu slozeného z akcesornich faktord, telomerazy a komplexu shelterinu, ktery
se vaze s telomerovou DNA a zpiisobuje tvorbu telomerovych smycek (T — smycka) na koncich

telomert, ¢imz udrzuje stabilitu chromozomii (60).

Pokud jsou RB a TP53 poSkozené a nefunguji spravné, dochdzi k aktivaci drahy, ktera
spojuje odhalené konce nehomolognich chromozomil, ¢imz vznikne fizni dicentricky
chromozom, ktery je nasledné v dal$i anafazi rozStépen na dvoufetézcové zlomy DNA, ¢imz
dochazi k poSkozeni genomu a mitotické katastrof€. Pi plisobeni onkogentli a poSkozeni tumor
supresorovych gentl, je buitkka schopné reaktivovat telomerdzu a prodlouzit si tak telomery

a obnovit chromozomalni stabilitu (27).

1.2.5 Metastaze

Sifeni nadorovych bun&k z primarniho loziska do vzdalenych organii, tedy metastaze,
patii mezi nejCastéj$i pri¢iny umrti onkologickych pacientd (82). V dneSni dob& se na
metastazovani rakovinnych bun¢k uz nenahlizi jako na linearni kaskadu udalosti, ale spiSe jako
na sled procest, které probihaji soucasné a ¢aste¢né se piekryvaji (81). Tyto procesy zahrnuji
invazi pfes stroma, obrana a Unik pfed protinddorovou imunitou, Upravu tkanového
mikroprostiedi a rezistenci vici terapeutickym ukontim (82).
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Schopnost invaze do tkani probihd ve Ctyfech krocich. Prvnim krokem je uvolnéni
mezibunéénych kontaktii, degradace extracelularni matrix (ECM), nasledné navazani na nové

slozky ECM a migrace nadorovych bun¢k.

Uvolnéni mezibunéénych nadorovych bunék je umoznéno inaktivaci E — kadherinu,
ktery se za fyziologickych podminek chova jako tzv. mezibunécné lepidlo. Bazalni membrana
a intersticialni pojivova tkan je degradovana pomoci proteolytickych enzymt produkovanymi
bud’ pfimo nadorem nebo stromalnimi buitkami, které¢ jsou stimulované nadorovymi bunkami.
Jsou produkovany riizné proteazy naptiklad matrixové metaloprotedzy (MMPs), které nejen ze

maji vliv na rozruseni tkani, také produkuji ristové, chemotaktické a angiogenezni faktory.

Dale také rozruSuji laminin a kolagen a tim vytvafi novd mista, ktera se vdzou na

receptory na nadorovych buiikach a stimuluji migraci.

Migrace je poslednim krokem invaze. Je to slozity, vicestupiiovy proces, ktery zahrnuje
mnoho receptori a signalnich proteinti, které zasahuji az do aktinového cytoskeletu. Na
pohyblivém aparatu se podileji cytokiny z nadorovych bunék, produkty stépeni ze slozek matrix

(kolagen, laminin) a n¢které riistové faktory napft. inzulin — like rastovy faktor I a II (27).

1.3 Pivod rakovinové buiiky

Komplexni pochopeni piivodu nadorovych bunék je zasadni pro navrhovani G¢innych
strategii 1éCby, prevence a také hodnoceni rizika vzniku onemocnéni. VétSinou ptivodni
zmutované builky s transformacnim potencidlem nejsou znamy. Existuji vSak diikazy, Ze
vznik rakovinové builkky mize byt spojen s kmenovymi a progenitorovymi buikami,
reaktivaci embryondlnich genetickych cykll, zastavou zrani bunék, hybridizaci DNA
hostitele plisobenim virl ¢i dediferenciaci, tedy ztratou specializované funkce zralych

bunék (viz. obrazek cislo 3) (9).
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Obrazek 3: Plvod rakovinové bunky, pfevzato a upraveno z (9).

1.3.1 Kmenové buiiky

Lze definovat jako nezralé, nediferenciované bunky se schopnosti sebeobnovy
a multilinearni diferenciace, to znamend, Ze jsou schopné tvofit nové kmenové bunky (SC)
abunky riznych bunéénych linii (83). Diky evoluénim procesim, které snizuji

pravdépodobnost vzniku onkogennich mutaci, maji SC omezenou Zivotnost (84).

Paradoxné vétSina nddorovych onemocnéni vznikd z kmenovych bunék, které prosly
mutacemi a transformovaly se na nadorové kmenové buiky (CSC), nebo vznikaji ze
somatickych bunck, které akumuluji mutace ve svém genomu, ¢imZz ziskavaji vlastnosti
sebeobnovy a stavaji se taktéz CSC, které se podileji na vzniku solidnich nadort ¢i leukémie

(85).
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1.3.2 Reaktivace embryonalnich genetickych cykli

Nadorové bunky a rand embrya sdili spole¢né znaky jako jsou neomezeny rust, ztrata
diferenciace, invazivost a zvySend exprese urCitych gent, které jsou v dospélosti za
fyziologickych podminek neaktivni. Pfikladem je morfogen Nodal, organizator embryonalni
osy, ktery je u urcitych typd nadorti znovu ve vysokych davkach exprimovan a plsobi jako
podpora nadorového bujeni a bunécné plasticity. ZvySena exprese tohoto geny se vyskytuje

zejména u karcinomu prsu, pankreatu a melanomd.

Reaktivace téchto genetickych cykli probihd na epigenetické Grovni, to znamena, ze
zmény exprese gend nejsou zpusobeny zménou sekvence DNA a dochdzi k pfenosu
»embryonalnich informaci diferenciovanym bunkdm, které se nasledn¢ snazi vratit ke svému

embryonalnimu stavu, ¢imz dochazi k rozvoji rakovinového fenotypu (87).

1.3.3 Pisobeni viru

Virové infekce zptisobuji az 15 % nadorovych onemocnéni u lidi (86). Onkogenni viry
modifikuji hostiteliiv epigenom pomoci jeho vlastnich epigenetickych modifikatora k expresi
virovych genil, segregaci své genetické informace do dcefinych bunék a udrzovani virové
latence, jenz napomahd Uniku pfed imunitnim systémem hostitele. Propuknuti rakoviny je
z evolu¢niho hlediska povazovan spiSe za vedlejsi ucinek a zplisobuje to, Ze onkogenni viry

ztraceji schopnost infikovat nové hostitele (88).

Nejznamé;jsi onkogenni viry jsou Kaposiho herpes virus asociovany se sarkomem, tedy
puvodce Kaposiho sarkomu a osteosarkomu, coz je vzacné maligni onemocnéni kosti, virus
Epstein — Barrové, ktery taktéz patii mezi herpes viry a zplsobuje rakovinu nosohltanu
a Burkittiv lymfom, lidsky papilomavirus, plivodce rakoviny délozniho ¢ipku, virus hepatitidy
B a C, ktery poSkozuje jatra zvySuje pravdépodobnost vzniku rakoviny jater, T — bunécny
lymfotropni virus typu I, ktery ve vzacnych ptipadech zptsobuje leukémii a polyomavirus
Merkelovych bunék, které se nachazi v hlubsich ¢astech pokozky v okoli vlasovych kotinkd,

prstl a v ustech (86).

1.4 Rakovina a imunitni systém

Pfi vzniku a rozvoji rakoviny hraje imunitni systém (IS) zasadni roli, protoZe
prostiednictvim imunitniho dohledu je schopen rozpoznévat a zaméfovat nddorové bunky. Na
tomto procesu se podili specializované buiiky imunitniho systému, jako jsou T lymfocyty
a pfirozené zabijecské buiiky (NK buiiky), které dokaZou postizené bunky odhalit a znicit.
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IS se taktéz podili na tvorbé mikroprostiedi nadoru, ve kterém se nachazi hlavné makrofagy
asociované s nddorem a dendritické buiiky, které¢ se podileji na podpofe riistu, angiogenezi
a inhibuji aktivitu T bun€k. V mikroprostfedi se taktéz nachézi Treg bunky, které potlacuji
imunitni odpovéd’ a inhibuji proliferaci T lymfocytt (94; 95).

1.4.1 Prezentace antigent

Antigeny produkované nadorem jsou rozpoznany APC (antigen prezentujici bunky),
které je pohlti a pomoci enzymu proteazomu je rozstépi na peptidy. Peptidy se vazi na MHC
molekuly (hlavni histokompatibilni komplex) a takto vznikly komplex je transportovan na
povrch APC. Antigeny asociované s nadorem navazané na povrchu APC jsou rozpoznavany
pomoci specializovanych T bunéénych receptortt (TCR) na povrchu T — lymfocytd. které se

nasledné zacinaji dé€lit a diferenciovat na specializované buiky schopné ni¢it nadorové bunky.

Rakovinné bunky jsou vSak schopné se tomuto vyhnout tim, Ze snizi nebo uplné zastavi
expresi proteinll, které jsou rozpoznavany jako antigeny. Dochazi k tomu diky mutacim
nadorovych buné¢k, které ovliviuji expresi téchto proteinti, nebo vytvari imunosupresivni

mikroprostiedi, které zabranuje imunitnim buiikdm rozpoznat nddorové bunky.

DalSi moznosti vyhnuti se imunitnimu systému je snizeni schopnosti APC prezentovat
nadorové antigeny. Rakovinové buiiky mohou snizit expresi MHC molekul, ¢imz se stavaji
neviditelnymi pro imunitni systém, nebo naruSuji aktivitu proteazomu, ¢imZ brani degradaci

proteinli a APC pak nejsou schopné je prezentovat na svém povrchu (99).

1.4.2 Imunitni unik

Oznacuje schopnost nadorovych bunék unikat detekci a destrukei imunitnim systémem,
pomoci mechanisml vyhybani imunitnimu dohledu (97; 98). Imunitni systém pro regulaci
aktivace a funkce imunitnich bunék vyuziva tzv. kontrolni body, coZ jsou kontrolni drahy nebo
molekuly exprimovany napiiklad T buiikami, které zamezuji pfemrsténé imunitni reakci tim,
ze inhibuji dalsi proliferaci T bunék. Ptikladem jsou CTLA — 4 (cytotoxicky T lymfocyt
asociovany s antigenem 4), nebo PD -1/PD-L1 (programovana smrt buiikky 1). Nadory jsou

schopné tyto molekuly exprimovat na svém povrchu, ¢imz se vyhybaji imunitni odpovédi (99).
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2 VIRUS HERPES SIMPLEX

Herpesviridae je celed velkych vSudypfitomnych obalenych vird, které obsahuji
dvouvlaknovou deoxyribonukleovou kyselinu (DNA) a zpusobuji fadu onemocnéni a infekci,
ku piikladu oralni ¢i genitalni opar, stromalni keratitidu, nebo meningitidy a encefalitidy. Patii
sem devét lidskych herpes virt (viz. tabulka 1), z nichz celosvétove nejrozsitenéjsi jsou Herpes
simplex virus typu jedna (HSV - 1) a HSV typu dvé (HSV —2) (14). Jsou typické svym kratkym
reprodukénim cyklem, rychlosti, kterou jsou schopny =znicit hostitelskou bunku (6)

a u unifikovanych hostitell vytvareji celozivotni latenci (14).

Tabulka 1: Taxonomické zarazeni herpesviridae, upraveno a pievzato z (61).

Celed’ Herpesviridae
Podceled Alfa — herpesvirinae Beta — herpesvirinae Gama — herpesvirinae
Rod Simplexvirus | Varicellovirus | Cytomegalovirus | Roseolovirus | Lymphocyptovirus | Rhadinovirus
Herpes Lidsky virus virus
simplex Varicela Lidsky herpes virus Kaposiho
Druh virus 1 zoster virus | cytomegalovirus 6A Epstein-Barrové syndromu
Herpes Lidsky
simplex herpes virus
virus 2 X X 6B X X
Lidsky
herpes virus
X X X 7 X X

2.1 Struktura viru

Herpes virus — 1 1 Herpes virus — 2 obsahuji dlouhou dvouvlaknovou deoxyribonukleovou
kyselinu (DNA). Virion HSV je slozen z nckolika vrstev (viz. obrazek Ccislo 4),
a to nukleokapsidou obsahujici DNA, ikosaedrélni kapsidou, kterou obklopuje amorfni vrstva
bilkovin wvnitfnitho ochranného obalu a lipidovym obalem obsahujicim obalové fuzni
glykoproteiny B a C, diky kterym jsou schopny se vazat na glykosaminoglykany hostitelskych
bunék (8). Dalsimi velmi dileZitymi sou¢astmi nezbytnymi pro fizi herpes viri s hostitelskymi

buiikami jsou multifukéni glykoproteiny 1-3 a heterodimery glykoproteinu H a L (14).
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Obrazek 4: Struktura viru herpes simplex, pfevzato a upraveno z (7).

2.1.1 Struktura DNA viru

DNA viru herpes simplex se sklad4 ze dvou kovalentné spojenych komponent, L (long =
dlouhy) a S (short = kratky), které tvoii specifické sekvence — UL (specificky dlouhé) nebo Us
(specificky kratké) lemované velkymi invertovanymi repeticemi. Tyto dvé komponenty mohou
byt viici sob¢ invertovany, ¢imz tvoii ¢tyfi rizné typy molekul DNA, které se od sebe 1isi svou

orientaci (6).

2.2 Mechanismus infekce

Herpesviridae jsou schopny infikovat rizné typy bunék, vstup do hostitelskych bunék
probiha u vSech podobné a vyzaduje velmi koordinovanou interakci glykoproteind na povrchu

virionu (14).

Cely proces zacind navazanim viru prostiednictvim glykoproteint B a C na
glykosaminoglykany (GAG) obsazené na plazmatické membran¢ hostitelské buiiky (65). Po
navazani na GAG nasleduje navazani glykoproteinu D na heterodimery glykoprotein H
a glykoprotein L, které slouZi jako reguldtory flize a pfenasi signal na glykoprotein B, ktery
timto zmeéni svou konformaci, coz vede k fuzi virové a bunéné membrany (66).

Nékolikanasobnym pieskladanim glykoproteinu B vznikne v membrané por, kterym se umozni
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prostup virové kapsidy do bunétné cytoplazmy a jeji transport do jadra (8; 14). Po fuzi
nasleduje odd¢€leni ne€kterych proteini vnitiniho obalu, jako naptiklad VP16, které¢ samostatné
putuji do jadra (67), zatimco ostatni zlstavaji vdzané (viz. obr. 5). Transport kapsidy po
mikrotubulech smérem do jadra usnadituji motorické proteiny dynein, dynaktin a kinezin, jenz

interaguji s proteiny vnitiniho obalu.
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Obrazek 5: Bunéény cyklus, ptevzato a upraveno z (8).

Nasleduje import virového genomu do jadra hostitelské buiiky prostiednictvim virovych
proteini pUL36 a pUL37. pUL36 (velky obalovy protein) ma za tikol smérovani kapsidy
v komplexu jadernych pért k jadru a nasledné odplastovani, taktéz podporuje degradaci
jadernych ligdz, ¢imz zabranuje progresi S — faze bunécéného cyklu hostitele a tim vytvafi
priznivé prostfedi pro replikaci viru, protein pUL37 inhibuje imunitni odpovéd’ hostitele.
Jadernymi pory vstupuje linearni genom virové DNA do jadra (73) (obr. 5). Geny a virové

proteiny herpes viru jsou piepisovany pomoci bunééné RNA polymerazy II.
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Nasleduje replikace a béhem ni exprese gentl. Komplex tvofeny obalovym proteinem VP16,
faktorem 1 hostitelské¢ builkky (HCF-1) a oktamerem vazebného proteinu — 1 se vaze na
promotor bezprosttedné¢ ¢asnych (IE) gent a fidi jejich expresi (74). IE geny fidi transkripci
casnych (E) gent, jejichZ proteiny se zapojuji do replikace DNA, ktera probihd mechanismem
krouzivého piemistovani. Po replikaci DNA se exprimuji pozdni (L) geny, které jsou

strukturnimi proteiny a podileji se na sestavovani viru.

Virova transkripce, replikace, sestaveni kapsidy a zapouzdieni probihaji v jadie (75). Pro
ucinny jaderny import virovych proteinti, sestaveni a nasledné vypuzeni kapsidy je nezbytné
pusobeni bunéénych proteind jako je importin alfa (76). Zralé kapsidy s virovou DNA opoust¢ji
jadro tzv. obalkovanim, coz znamend, Ze kapsida ziskdva primarni obal z vnitini jaderné
membrany. Tento proces je zprostfedkovan interakei regresniho komplexu tvofenym pUL31
a pUL34 s virovymi a bunécnymi proteiny, jako je napiiklad lamin (77). Obal se pii splynuti
s vngj$i jadernou membranou a uvolnénim do cytoplazmy ztraci. Cytosolové kapsidy po
vystupu z jadra ziskavaji vice proteinli vnitiniho obalu, zatimco proteiny virové membrany
a proteiny vnéjSiho obalu se zaclenuji do membranovych kompartmenti vezikul trans Golgiho
aparatu a endozomu (78; 79). Ke kapsidé se jako prvni pfidruzuji vnitini obalové proteiny
pUL36, 37, které tidi pohyb kapsidy po mikrotubulech k mistu sekundarniho obaleni a nasledné

transport HSV z jadra k periferii, pozdé&ji se ptidruzuji taktéz vnéjsi obalové proteiny (80).

2.3 Imunitni reakce

Infekce jiz n€kolika hostitelskych bun€k spousti mnoho reakci imunitniho systému, takze
hlavni Glohou je inhibice exprese genlit HSV a tim zamezit napadani dalSich bunék. Pfi obrané

organismu spolu uzce spolupracuji pfirozend a ziskanad imunitni odpovéd’ (16).

2.3.1 Prirozena imunitni odpovéd’

Je vysoce uc¢inna proti HSV béhem primérni infekce a pro kontrolu reaktivace z latence.

Pro detekci patogenti buiiky exprimuji PRR (receptory pro rozpoznéni vzorci), které detekuji
molekularni vzory spojené s patogenem (PAMPs) a molekularni vzory spojené s poSkozenim
(DAMPs) a signalizuji prostfednictvim adaptorovych proteinti, jako jsou TIR — domény
obsahujici adaptér indukujici interferon — beta (TRIF) a mitochondridlni antivirovy signalni
protein (MAVs), aby zahgjily vrozenou imunitni odpovéd’. To obvykle vede k aktivaci
signalnich kaskad, které vedou k expresi interferonil a cytokint, mezi které patii interleukiny
(IL), tumor nekrotizujici faktory (TNF), chemokiny a interferony (IFN). PRRs vnimaji HSV
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v riznych fazich jeho Zivotniho cyklu: pfi vazbé na bunku, béhem flze, transportu kapsidy
a uvolnéni genomu. Toll — like receptory (TLR) jsou PRR, které detekuji PAMPs v nukleovych
kyselinach a proteinech. U savci bylo detekovano 12 TLR, pfi¢emz TLR 2, 3 a 9 jsou hlavnimi
senzory HSV (16).

TLR2 detekuje virové glykoproteiny H a L pfitomné na virovém obalu pfi interakci HSV
s plazmatickou membranou a vysild signdl prostfednictvim myeloidniho diferencia¢niho
faktoru 88. To vede k aktivaci adaptorové molekuly souvisejici s interferon-p indukujicim

adaptérem obsahujici doménu TIR a expresi interferonu typu I a k aktivaci faktoru

-----

TLRY detekuje HSV DNA v endozomech. Virova kapsida chrani DNA bé&hem
cytoplazmatického transportu do jadra. Pfesto n¢kolik cytoplazmatickych senzorti detekuje onu
DNA. Jeden z mechanismi pozorovanych v makrofazich zahrnuje degradaci kapsidy HSV,

¢imz se uvoliuje deoxyribonukleova kyselina Herpes simplex do cytoplazmy, coz usnadiuje

jeji detekei (63).

TLR3 detekuje ribonukleovou kyselinu (RNA), ktera vznika jako meziprodukt pfi replikaci
HSV (64). Po rozpoznani RNA, nasleduje aktivace MAVs a indukce interferonu a dalSich
cytokind. Interferony déale indukuji kindzu aktivovanou RNA, kterd detekuje RNA Herpes viru
translaci a spousti tzv. samodestrukci bunky tedy autofagii, ktera slouzi jako dilezita imunitni

odpoveéd’ pii omezovani virové replikace, zejména v neuronech (17).

2.3.2 Ziskana imunitni odpovéd’

T lymfocyty. Lidské CD4 a CD8 T buiiky, lymfocyty s povrchovymi znaky 4 a 8, jsou schopny
rozpoznat piiblizné 17 proteini HSV-1, vcetné enzymu a strukturnich proteind. Specifické
T bunky pro HSV exprimuji vysoké hladiny cytologickych molekul a pfi kontaktu s virovym

antigenem vylucuji interferon gama.

Obecné ziskana odpovéd zahrnuje prezentaci antigend dendritickymi bunikami
T lymfocytiim, coz vede k expresi interferonu gama, ktery dale spousti expresi chemokinti, coz

vede k naboru T bunck a NK bunék (Natural killer cells) (18).
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2.4 Odolnost Herpes viru vii¢i imunitnimu systému

Herpes virus vyuziva nékolik strategii, jak Celit antivirové imunitni odpovédi. Vyuziva
napiiklad pseudouridin syntdzu 3, kterd inhibuje drahu TLR2, nebo také inhibuje aktivaci
interferonu typu 1 pomoci TLR3 (19). Obalovy protein VP22 interaguje s cyklickou

gamamonofosfat — adeninmonofosfat syntdzou (cGAS), a tim inhibuje produkci interferonu

typu 1.

Dalsi obalovy protein pUL37 inaktivaci ¢cGAS zhorSuje schopnost rozpoznat RNA
a inhibovat replikaci HSV (20). HSV taktéz blokuje jaderné translokace fosforylaci komplexu
p50/p65 do jadra a tim inhibuje signalizaci nuklearniho faktoru kappa B (26).

Herpes simplex je schopny taktéz obménovat ziskanou imunitni odpovéd’ tak, ze infikuje
nezralé dendritické buiiky, blokuje jejich zrani, snizuje jejich aktivitu, spousti bunécnou smrt,

tedy apoptdzu a usnadiiuje tak zkiiZenou prezentaci neinfikovanych dendritickych bun¢k (21).

Dale je schopny se branit napiiklad inhibici prezentace antigeni pomoci proteinu
infikovanych bunék (ICP47) nebo inhibici autofagie pomoci ICP34 (22). HSV na svij
glykoprotein G vaZze chemokiny a modifikuje shlukovani jejich receptord, ¢cimz vychyluje typ
imunitni odpovédi a zhorSuje signalizaci (23). Herpes simplex dokaze i infikovat samotné
aktivované T lymfocyty, coZz sice neni nijak produktivni, ale potlauje to pienos signalu
z T buné&nych receptorti a cytolytickou aktivitu T lymfocyth (24). HSV také mize inhibovat
protilatkovou odpovéd navazadnim svého glykoproteinu E a glykoproteinu C na Fc oblast

protilatek, respektive komplementu a inhibuji tak cytotoxickou zavislost na protilatkach (25).
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3 LECBA RAKOVINY

V poslednich nékolika letech, navzdory neustalym novym pokusim o nalezeni
fenomenalnich zptisobti 1é¢by rakoviny, jsou chemoterapie, ozafovani a cilend 1écba 1éky stale
hlavni 1é¢ebnou metodou v klinické praxi. V téchto metodach vsak pretrvava mnoho problémii,
jako jsou zavazné vedlejsi ucinky, snadny rozvoj rezistence na 1éky a nedostatecnéd kontrola
recidivy nadorti a metastdz, coz vede k neuspokojivym vysledkim 1é¢by nadoru. Tyto

nedostatky hlavnich terapeutickych metod vyzaduji nové strategie v oblasti [éCby malignit (15).

3.1 Historie 1é¢by

3.1.1 Léceni davnovéku

Jiz bylo feceno, Ze rakovinu, jakozto zahadné a velmi zdkeiné onemocnéni, 1idé znaji
jiz po dlouha tisicileti. Proto se ji pokouseli vylécit riznymi zptsoby. Naptiklad Egyptané 1¢¢ili
nemocné pomoci nozi, soli anebo arzenovou pastou, kterd se vyuzivala pod ndzvem ,,egyptska
mast™ az do 19. stoleti. Lidé blizkého a dalného vychodu nejvice vyuzivali bylinky v podobé
¢aju, ovocné §tavy, fiky a taktéz varené zeli. Ve véaznych piipadech pfiistoupili i k pouziti
roztokii Gi past ze Zeleza, médi, siry a rtuti. Rekové povrchové 1éze 16¢ili plefovymi vodami,
kauterem a hluboké nadory se bud’ pokusili vyfiznout noZem nebo je povazovali za
nevylécitelné. Rakoviny prsu a délozniho €ipku byly povazovany za velmi zdvazné choroby,

a proto se uplatiiovala pouze paliativni péce (11).

3.1.2 Zacatky moderni lécby

Jako vSechny zacatky i1 zacatky 1é€by pomoci modernich technik, byly obtiZzné a velmi
omezené, a to ze dvou prostych divodu. Zaprvé k vyvoji modelt, které by pusobily proti
rakoving a daly se pouzit u ¢lov€ka a za druhé ptistup ke klinickym zatizenim pro testovani
takovych latek. Mezi prvnimi chemickymi latkami, které byly pouZzivany, jsou anilinové
barvy, jeZ jsou v dnesni dobé paradoxné povazovany za karcinogeny a alkylacni latky, které

naopak se dnes pouzivaji jako cytostatika.

Jakykoliv pfinos k 1é€bé rakoviny byl bran velmi pesimisticky, jako naptiklad pfti
zavedeni hormonalni 1é¢by v roce 1939 ¢i pocatek pouzivani dusikatého yperitu o par let
pozdéji, jelikoZ remise byly kratké nebo netplné. Svétlo do tohoto temného obdobi piinesl

vyzkum antibiotik, u kterych byly objeveny protinadorové ucinky. Z téchto vyzkumu vzesel
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aktinomycin D, ktery byl zna¢n¢ vyuzivan u détskych nadorti v 50. a 60. letech. Toto 1é€ivo
zazehlo velky zédjem o hledani dalSich G¢innych protinddorovych antibiotik a toto Usili

piineslo fadu téchto 1€¢iv, které se pouzivaji do dnes (13).

3.2 Onkologicka viroterapie

Onkolyticka viroterapie je druh protinddorové 1éCby vyuzivajici viry s pfirozenou nebo
upravenou nadorové selektivni replikaci k zamérnému infikovani a usmrceni nadorovych
bunck. V 50. letech 20. stoleti byla provedena rana klinicka studie s pouzitim divokych kment
virll pasazovanych in vitro a vakcinacnich virl, obecné prvni generace onkolytickych vira.
Diky pokroku v biotechnologii a virologii se oblast terapie pomoci virid rychle rozvijela
a vznikaly rekombinantni viry se zvySenou selektivitou neboli onkolytické viry druhé generace.
V dnesni dobé¢ se pouzivaji onkolytické viry tieti generace, tudiz viry vylepsené o terapeutické

transgeny ziskané z mnoha druhi virt (51).

Klinické vyuziti onkolytickych viri (OV) se objevuje jako alternativa k modifikaci
nadorového prostiedi ze stavu imunitni pousti zptisobené tinikovymi mechanismy nadorut, které
ptispivaji k progresi nadoru, do stavu zanétu, kdy je imunitni systém schopen abnormalni buiiky
usmrtit (53). Kromé toho viry ptfedstavuji rtizné mechanismy, které vedou k lyze a smrti

infikovanych naddorovych bunck, ¢imz se zvySuje G€¢innost imunoterapie (52).

3.2.1 Zpisob podani onkolytickych virt

Zpisob podani OV zalezi na typu nadoru, ktery je cilem 1é¢by, protoze cesta viru pfimo
ovliviiyje G€innost terapie vzhledem k dopravé viru na misto a pfirozené obrané proti antigenu

(55).

3.2.1.1 Intratumoralni podani

V dnesni dobé je nejpouzivanéjsi metodou pro podavani OV pii klinickych studiich (viz.
obr. 6), kdy se onkolyticky vir vpichuje ptimo do nddoru, ¢imZ se usnadnuje ptistup virovych
¢astic k nddorovym buitkam. Timto zplisobem podani se obchazi systémové fedéni v krevnim
obéhu. Intratumoralni (IT) injekci se naptiklad podava Talimogene laherparepvec, upraveny

herpes virus, pacientiim s metastazujicim melanomem ktze (105).

Nevyhodou IT je nizka odezva neinjektovanych metastaz a bezpecnosti problémy pii

pottebé podani vice davek (102).
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Obrazek 6: Zastoupeni podani OV, pievzato a upraveno z (102).

3.2.1.2 Intravenozni podani

Druhou nejcastéjsi volbou podani OV (obr. 6) je krevnim feciStém, ¢imz se OV mohou

dostat i ke vzdalenym metastdzam bez ohledu na jejich umisténi (106).

Omezeni nastava pfti cileni na mozkové nadory, kvili hematoencefalitické bariéte, proto
se rad¢ji provadi intracerebralni podani pfimo do mozkové tkané. Dalsi nevyhodou je taktéz to,
ze onkolytické viry poddvané ptimo do krve jsou velmi rychle odstraiiovany jiz existujicimi
a indukovanymi antivirovymi protildtkami a dalSimi imunitnimi reakcemi, které snizuji

ucinnost dodani OV do mista nadoru (102).

3.2.1.3 Pomoci nosice

Pti této metodé se vyuzivaji bunééné nosice, které jsou infikované ex vivo, tedy mimo
télo pacienta a néasledné jsou podany jako 1écivo. Bunky, vybrané k infekci, by mély mit
vysokou toleranci k infekci OV a mély by po styku s nddorovymi bunikami virus U¢inné
uvoliiovat. Tyto buiiky taktéz chrani onkolytické viry pfed odstranénim z cirkulace a umoziuji

jejich zavedeni do prostiedi nadoru (107).

Nosi¢e mohou byt buniky imunitniho systému, napiiklad T — lymfocyty, monocyty
a makrofagy, které pti cirkulaci systémové a specificky rozpoznavaji nadorové bunky. Dalsi
moznost je vyuzit kmenové buiiky, mezenchymalni kmenové buiiky, nervové kmenové bunky
anebo kmenové builky odvozené od tukové tkanég, které maji schopnost nadory vyhledavat

(102).
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Nejvétsi nedostatek je predCasna lyze buiiky virem pied dosazenim naddorovych bunék.

Omezeni je taktéz v jejich transdukéni a infekéni ucinnosti ¢i bezpecnosti (108).

3.2.1.4 Ostatni zpiisoby podani

Pro bfisni nddory se podavaji OV intraperitonedlné, tedy piimo do dutiny bfisni. Tento

zpusob podani je relativné snadny a vyzaduje méalo specidlnich technik (109).

Nov¢jsi metody jsou podani OV intranazalng pro 1é¢bu gliomtl, ¢i intravezikularné pro
1é¢bu karcinom mocového méchyfte. Pro karcinomy plic nebo metastazujici karcinomy jater,
které bézné metastazuji do plic, se zavadi potencidlné neinvazivni metoda a tou je inhalace

aerosola (110; 111; 112; 113).

3.2.2 Mechanismus onkolytické viroterapie

Nédory jsou schopné obchdzet imunitni systém (viz kapitola 1.4) pomoci exprese a aktivace
nékterych mechanismt, ¢imz modifikuji i protivirovou odpovéd’, programovanou apoptézu
a zrani infikovanych bunék. Diky témto modifikacim spojenymi s virovymi faktory branici
apoptdze, jsou onkolytické viry schopné déle pfezivat v nddorovych buiikach, projit zivotnim

cyklem a dozravat do lytické faze (54).

Plsobeni onkolytickych virl je dvoji. Prvni cil je pfimé usmrceni nadorové buiky, kdy
jsou viry schopny vstoupit do prostiedi nadoru, obvykle lokalni injekei, a poté zah4jit replikaci
a naslednou lyzi infikované nadorové burky, uvolnéni nddorovych antigenii a lokalni imunitni
odpovéd’. Po lyze infikované buiiky se uvolni nové viriony, které infikuji sousedni nddoroveé

buiiky (obr. 7) (51).

OV jsou schopny infikovat abnormalni bunky prostfednictvim specifickych cil, jako jsou
jaderné transkripcni faktory a mezi nimi lidska telomeradza, reverzni transkriptdza,
cyklooxygenéza — 2, osteokalcin a povrchové markery jako prostaticky specificky membranovy
antigen, folatovy receptor, CD20 a receptor pro endotelidlni riistovy faktor, coz jsou latky
produkované nddorem. Kromé toho je moZzné v laboratofich odstranit patogenni virové geny,

¢imz se zvysi selektivita k nadorovym buiitkam a snizi agresivita vii¢i normalnim tkdnim (54).

Viry a jejich antigenni struktury, jako jsou virové proteiny, RNA, DNA a virova kapsida,
stimuluji PAMPs, tedy molekuldrni vzory spojené s patogenem, tim se aktivuji dendritické

buniky a prostfednictvim Toll — like receptort stimuluji tvorbu interferonu I, TNF — alfa
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a cytokinti, které stimuluji tvorbu dalSich bun¢k imunitniho systému a udrzuji zanétlivé

prostiedi (obr. 7) (91).

Kromé poskozeni nddoru zanétlivou reakci mohou viry stimulovat nékteré dysfunkce
organel, jako je endoplazmatické retikulum, lysozomy nebo mitochondrie, coz ohrozuje
fyziologickou funkci bunky. OV taktéz dokazi vyvolat oxida¢ni stres produkci reaktivnich
forem dusiku a stres endoplazmatického retikula, coz zvySuje intracelularni hladiny véapniku,

coz prispiva k stimulaci a zmensovani nadoru (89).

Vysledkem téchto mechanismi je likvidace nadorovych bunék, jako je autofagickd bunécna
smrt, apoptoza, ¢i nekréza a pyroptéza, coz vede k produkci DAMPs, tedy k produkci
imunitnim znakim souvisejicich s poskozenim, které stimuluji dozravani dendritickych bunék,

prezentaci nadorovych antigenti (viz. obrazek 7) (90).
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Obrézek 7: Dusledek pisobeni OV na nadorovou bunku, pfevzato a upraveno z (102).
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3.3 Lécba rakoviny pomoci herpes viru

Herpes simplex virus — 1 (HSV-1) je, jak uz bylo feCeno v kapitole druhé, DNA virus
s velkym genomem o velikosti 150 kb, ktery kdduje 70 nebo i vice genil a patii do podrodiny
alfa-herpesvirt.. Jeho velky genom usnadnuje modifikaci za ucelem zlepSeni onkolytickych

vlastnosti a bezpecnosti pro pacienta (56).

Diky jeho patogenité vuci ¢lovéku a schopnosti vyvolat infekci kize ¢i sliznice, je
geneticky upravovan, aby byla zajisténa co nejvétsi uc¢innost a nejmensi tjma na clovéku (51).
V této souvislosti bylo vyvinuto a testovano velké mnozstvi onkolytickych HSV — 1, které
dosahovaly dobrych vysledki. Patfi mezi né napiiklad Talimogene Laherparepvec (T — VEC),
ktery byl schvalen Utadem pro kontrolu 1é¢iv (57; 58), a je to taktéZ nejstudovandjsi
onkolyticky herepes virus. Vznikd deleci y34.5 a ICP47 a vlozenim GM — CSF za ucelem

inaktivace zvySeni replikace a imunogenicity viru (59).

3.4 Vyroba onkolytickych herpes vira

Pti vyrobé onkolytickych virti se vZdy musi zohlednit to, Ze se pouzivaji zivé virové Castice,
proto je nutné oslabeni jejich patogeneze a specificky zamifit proti nddorovym buiikkdm. Pro
zabranéni dlouhodobé toxicité se vyuzivaji oslabené vektory nebo pfirozené existujici méné

virulentni varianty klinicky vyznamnych OV.

Zavedenych technik je hned nékolik. Tradi¢né se onkolytické herpes viry vyrabi homologni
rekombinaci mezi purifikovanou DNA herpes viru a rekombinacnim plazmidem
v kotransfekovanych buiikach. Alternativni zptsob je uprava bunck piekryvajicimi se kosmidy,
které obsahuji ptisluSné inzerce ¢i delece. Tato metoda je problematickd, protoZe nékteré
rekombinace jsou neucinné a musi se provadét screeningy a vybéry plakll pro spravny

rekombinant (51).

3.4.1 Tvorba oslabenych herpes vira

HSV zpiisobuji neurovirulenci a latentni infekce diky produkeci genu ICP34.5, ktery
inhibuje odpovéd interferonu a signalni dréhu proteinkindzy R, proto u ateunovaného viru,

odvozeného od HSV, T — VEC se tento gen odstranuje (100).
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3.4.2 Vyzbrojeni onkolytickych vira transgeny

Jelikoz HSV ma velky genom, poskytuje tim mnoho mista pro vlozeni transgend, proto
jsou upravovany tak, aby exprimovaly antigeny asociované s nadorem (TAA), jako jsou
napiiklad karcinoembryondlni antigen (CEA), antigen asociovany s lidskym melanomem
(MAGE-A3). Taktéz mohou byt upraveny tak, aby exprimovaly imunoaktivujici molekuly,
jako jsou proteiny vyskytujici se na povrchu T — lymfocyti (CD40L/4-1BBL) a imunitni
antiinhibi¢ni molekuly, ptikladem muize byt jednoietézcovy variabilni fragment (scFv) proti
PD — 1 nebo cytotoxickému T — lymfocytarnimu proteinu 4, ¢ehoz se vyuziva u mnoho typa

rakoviny (101).

3.4.3 Vyzbrojeni onkolytickych viri cytokiny/chemokiny

Cytokiny jsou velkou skupinou rozpustnych proteinti, peptidi a glykoproteinti, které
tidi proliferaci, diferenciaci, piezivani a efektorové funkce, ¢imz reguluji imunitni systém.
Velkou podrodinou cytokinii jsou chemokiny, které pisobi jako chemoatraktanty pro buiky

imunitniho systému.

V klinické praxi podavani vysokych davek cytokinl ¢i chemokinli plisobi toxicky.
Avsak jejich exprimace onkolytickymi viry je mnohem bezpecn&jsi, jelikoZ virovou néaloz

1 koncentraci cytokinti 1ze kontrolovat lokalni injeket.

Navzdory ucinnosti OV vyzbrojenych cytokiny, je jejich pouziti stale velmi omezené.
Omezeni spociva v tom, ze je velmi obtizné vyvazit protivirovou a protinddorovou odpoveéd’

a milZe nastat situace, kdy cytokiny aktivuji IS a namifi ho proti onkolytickému viru. Proto

nutné jesté dalsi studie a pokusy (102).
3.4.4 Vyzbrojeni onkolytickych virti specifickymi molekulami zapojujici T —

bunky

Onkolytické viry se daji vyzbrojit 1 bispecifickymi a trispecifickymi T — bunéénymi
aktivatory (BiTE; TriTE).

BiTE jsou rekombinantni proteinové aktivatory, slozené ze dvou jednofetézcovych
variabilnich fragmentt (scFv), které rozpoznavaji rtizné proteiny. Jeden scFv se vaZze na

receptor T — lymfocytl a druhy se vaze na antigen nadorovych bun¢k. Samotné BiTE v plazmé
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maji extrémné kratky polocas rozpadu. Pfi zaclenéni do OV se tento nedostatek odstrainuje
a BiTE jsou dlouhodobé exprimovany replikujicimi se OV. V probéhlych studiich na mysich
modelech odhalily, Ze onkolytické viry obsahujici BiTE zvysuji onkolyzu a aktivuji cytotoxické

T — lymfocyty (103).

TriTE, trispecifické T — bunécné aktivatory, jsou dalsi generaci T — bunécnych konstruktu,
které se skladaji ze tii domén, dualniho antigenu, ktery snizuje nachylnost k imunitnimu Gniku
ztratou antigenu a zlepsSuje selektivitu vici nddorim a CD znakt, které aktivuji bunky

imunitniho sytému (104).
3.5 Vyhody herpes viri

Jak uz bylo fec¢eno vyse, vyhodou herpes viru je velky genom, ktery 1ze snadno modifikovat
a upravovat. Dalsi vyhodou je potencial pro zaclenéni velkého mnozstvi cizorodé DNA. Toho
se vyuziva pfi vyrobé transgennich vyzbrojenych onkolytickych vird. Taktéz malokdy integruji
do bunécné DNA, coz znamend, ze riziko vneseni inzertni mutace béhem onkoterapie je

minimalni.

HSV narozdil od mnoha jinych vird, které se vazi pouze na jeden receptor, ma ¢tyfi bunééné
receptory a Siroky hostitelsky rozsah, ktery mu umoziuje infikovat témét vSechny bunécné
linie. Diky tomu lze vyuzit OV odvozené od herpes viru u riznych typti nadora a taktéz tato
vlastnost brani rychlému rozvoji rezistence vici viroterapii vyuzivajici HSV. TaktéZ pisobi
rychleji a i€inngji. Naptiklad ve srovnani s adenoviry, které dokazi vytvofit viditelné plaky na

kultivovanych bunikach za sedm az devét dni, HSV tohle zvladne pouze za dva dny.

Herpes viry dokézi infikovat replikujici 1 nereplikujici buiky, jako jsou naptiklad
neurondlni butiky. Tato vlastnost umoznuje 1écbu mozkovych nédort, jako jsou glioblastomy.
A pokud jde o nezddouci infekci ¢i toxicitu, lze ji zabranit a kontrolovat pomoci u¢innych
antiherpetickych latek, jako jsou naptiklad acyklovir a famciklovir. HSV taktéz infikuji fadu
zviftat, jako jsou mysi, morcata a opice, u kterych herpes viry piisobi podobné jako u lidi, ¢imz

se zjednodusuje jejich predklinickd studie (51).
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3.6 Onkolytické viry odvozené od herpes viri

Tabulka 2: Onkolytické viry odvozené od herpes viru, pievzato a upraveno z (59).

Kmen Modifikace Cil
Delece ICP34.5 redukce neurovirulence
Tali . : .
a.lmogene Delece ICP47 zvyseni imunitni odpovédi
laherparepvec
Vlozeni genu GM — CSF zvyseni imunitni odpovédi
Delece ve fragmentu Bam neznAmé
HI-B
HF10 Redukce exprese UL43, pravdépodobny vliv na imunogenicitu
ULS55, LAT (UL43), sniZend reaktivace viru (LAT)
Zvyseni exprese UL53 a NI
UL54 redukce vylucovani viru
VloZeni sekvence lacZ
Escherichia coli do redukce aktivity ribonukleotidreduktazy
G207 ICP6/UL39
Delece y34.5/RL1 redukce neurovirulence
1716 Delece y34.5/RL1 redukce neurovirulence
NV1020 Delece jedné alely a0, a4, | redukce infek¢nosti, virové replikace a
y34.5 and UL56 neuroinvazivity

3.6.1 Talimogene laherparepvec

Zkracené T — VEC je geneticky upraveny virus, ktery byl vyvinut americkou spole¢nosti
Amgen Inc. Vznika deleci y34.5 a ICP47 a vlozenim genu pro GM — CSF, ¢imzZ se stava vice

imunogenni (120).

Prvni klinicka studie byla provedena u pacienti skoznimi a subkoZnimi
adenokarcinomy prsu, gastrointestindlniho adenokarcinomu, maligniho melanomu
a epitelidlniho karcinomu hlavy a krku. Cilem této studie bylo stanovit adekvatni davku
onkolytického viru, bezpecnost a biologickou aktivitu (121). Jind studie se zase zabyvala

klinickou odpovédi pacientli s neoperovatelnym melanomem ve tfetim stadiu.

Hlavnimi nezadoucimi U¢inky, které byly zaznamenany, byla pyrexie, nizky stupen

anorexie, nevolnost, zvraceni, bolest hlavy, zimnice, tnava a reakce v misté vpichu.
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Histologicky rozbor prokéazal nekrotické oblasti a pozitivni barveni na herpes viry, které
se vyskytovaly pfedev§im v nekrotické nddorové tkani. Ke stabilizaci onemocnéni doslo u tii

pacientt a v nékterych ptipadech bylo prokézano i zmenseni cilového nadoru (119).

Talimogene laherparepvec dobfe funguje pfi kombinaci s inhibitory imunitnich
kontrolnich bodl. Kombinovana lé¢ba T — VEC s monoklonalni protilatkou ipilimimab, ktera
blokuje CTLA — 4 zptisobila zmenseni velikosti nadorovych 1ézi a zvysil se pocet aktivovanych

CD8 a CD4 T — lymfocyti (59).

3.6.2 HF10

Jedna se o jediny onkolyticky HSV, ktery vznikl spontanné deleci fragmentu Bam HI —
B a dal$imi zménami, které vedou k snizené expresi UL43, UL49.5, ULS55, UL56, LAT
a zvySené expresi UL53 a UL54 (123).

Pro posouzeni toxicity a uinnosti u pacientli s metastazujicim karcinomem prsu
a koznimi metastazemi, bylo u kazdého pacienta podavan po dobu tii dntt HF10 do jedné uzliny
a do druhé fyziologicky roztok. Vysledkem bylo 30-100 % odumfeni nadorovych bunék.

Nezéadouci ucinky, vylu€ovani ¢i reaktivace viru zaznamenany nebyly (124).

U pacientd skarcinomem pankreatu byl HF10 podavan intratumoralné
a prostfednictvim katetru. Po tficeti dnech po zavedeni viru se u pacientil nevyskytovaly Zadné
vedlejsi ucinky. Infikované nadorové bunky, oproti normalni nadorové tkéani, vykazovaly

zvySenou infiltraci T — pomocnych bunék a makrofagi (125).

3.6.3 G207

Tato oslabena varianta HSV — 1 obsahuje inzerci sekvence lacZ bakterie Escherichia
coli do genu ICP6 a deleci v obou lokusech y34.5, ¢imz se zamezuje rlst viru a sniZuje se
neurovirulence (114; 118). Deleci ribonukleotidreduktazy, kterd kéduje gen ICP6, se umozni

selektivni replikace viru v délicich se rakovinovych bunkéch.

Testovani bezpecnosti probihalo v n¢kolika studiich u recidivujicich a rezidualnich
anaplastickych astrocytomt, glioblastomli a gliosarkomti. Inokulované G207 se podéavalo
intratumoralné ve stupnujicich se davkach. Vysledky prokazaly bezpecnost podani bez vzniku

encefalitidy, jiné neZadouci G¢inky splyvaly s pfiznaky onemocnéni, proto je bylo obtizné ur¢it.
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V pozd¢jsich studiich se testovala kombinace G207 s ozafovanim, kdy pacientiim byla
podana davka OV a nasledné byli ozafeni davkou 5 Gy [Gray]. Encefalitida se ani v tomto
piipadé nevyskytla, avSak u nékolika pacient doslo k zachvatiim, které¢ byly povazovany za

vedlejsi ucinek G207. Celkove byla tato kombinace povazovana za bezpecnou.

Median preziti bez progrese onemocnéni byl stanoven na dva a ptl mésice a median

preziti od inokulace G207 Cinil az sedm a ptl mésice (119).

3.64 HSV-1716

Tento onkolyticky vir vznikl z HSV deleci obou kopii y34.5/RL1, ¢imZ se zmirfiuje
neurovirulence (114). Prvni testy sledovaly miru toxicity, kdy HSV — 1716 byl aplikovan
pacientiim a recidivujicim anaplastickym astrocytem a glioblastomem. Vysledky byly ptivétivé

a prokdazalo se, ze podani je bezpecné a nedoslo k encefalitidé ani vylucovani viru (115).

Dalsi studie byla provedena stejnym zptsobem na zhoubném melanomu, kdy byl HSV
— 1716 aplikovan subkutdnné do uzlin melanomu. Opét nebyla vypozorovéana toxicita ani
vyluc¢ovani viru. U tii pacientl po provedeni histologického vySetfeni byla prokazana nekroza
nadorové tkané (116). Tento OV byl intravendézné aplikovan i détem a mladym dospélym
s recidivujicimi nebo progredujicimi solidnimi nadory, i v tomto pfipadé nebyla pozorovana

toxicita ani vylucovani viru.

Navzdory vcelku pozitivnich vysledkil, zavéry ohledné ucinnosti téhle varianty jesté

ucinit nelze, z divodu malého poctu testovanych pacientt (117).

3.6.5 NV1020

Tento derivat kmene HSV — 1 byl ptivodné€ vyvinut jako vakcina proti HSV — 2. Vznikl
deleci jedné¢ alely gent pro ICPO, ICP4, y34.5 a ULS56, diky ¢emuz se dosdhlo mensi
infek¢&nosti, snizeni replikace viru a neuroinvazivity. U tohoto derivatu byl taktéZ odstranén gen

pro thymidinkinazu a naopak vloZen fragment DNA HSV — 2 a genu thymidinkinazy (122).

Poprvé v klinické praxi byl pouzit u jaternich metastaz kolorektdlniho karcinomu za
ucelem zjistit bezpecnost a snaSenlivost. Pacienti dostali davku NV1020 pomoci jaterni
arteridlni infuze, poté se jim implantovala jaterni arteridlni pumpa pro lokalni podani

chemoterapie.
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Nezadouci ucinky, jako naptiklad vysoka horecka, bolest hlavy a svalova ztuhlost, se
projevily bezprostiedné po podani onkolytického viru. Taktéz byly zaznamendny zvysSené

hladiny gama — glutamyltransferazy, gastroenteritidy a zvySeny pocet bilych krvinek.

3.7 Kombinace onkolytickych vira s klasickou 1é¢bou

Vzhledem k riiznym moznostem uprav OV, stale vykazuji omezenou ucinnost, proto se pii
studiich pfistoupilo ke kombinacim s imunoterapeutiky, ¢imz se dosdhlo zvySenych

terapeutickych odpovédi (54).

3.7.1 Inhibitory kontrolnich bodii imunity vs onkolytické viry

Jedna se o nejcastéjsi strategii zvyseni tc¢innosti onkolytickych vird. Cilem této kombinace
je zménit priznivost imunosupresivniho prostfedi nadoru pro inhibitory kontrolnich bodi
imunity. Infekci OV se spousti protinadorova odpovéd’, ¢imz dochéazi ke zvySeni Uc€innosti
inhibitorii kontrolnich bodt imunity, které rusi interakci ligand — receptor naddorovych bunék

a dochazi k aktivaci T — lymfocyti (54).

3.7.2 Chemoterapie vs onkolytické viry

Alternativni cesta terapie je kombinace onkolytickych virli s chemoterapii, coz umoziuje
OV se vyhybat antivirové imunitni odpovédi. Pfikladem chemoterapeutické latky, kterd pii
kombinaci s oHSV vyvolava apoptézu nadorovych bunék a ovliviiuje humoralni a bunécné
mediatory vrozené i adaptivni imunitni odpovédi, je cyklofosfamid (CPA). Temozolomid, 1ék

pouzivany pii 1écbé multiformniho glioblastomu, u¢inky oHSV ovliviiuje negativné (102; 126).

Pro spravnou ucinnost 1écby je nutné udrzet spravny pomér poddvané chemoterapie
a onkolytickych viri. Chemoterapie mize 1é€bu OV posilit zabranénim jejich eliminace
imunitnim systémem, avSak ji mize také ovlivnit negativné a snizit jeji i¢innost. Nizké davky
CPA odstrafiuji imunosupresivni bunky, ¢imz zlepsSuji protinadorovou obranu vyvolanou
vakcinou a taktéz podporuji protivirovou odpoveéd’, coz ma za disledek rychlé odstranéni viru
(102). Vysoké davky zvySuji virovou onkolytickou kapacitu a také rusi protinadorovou

imunitni odpoveéd’ (127).
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3.7.3 Radioterapie vs onkolytické viry

Onkolytické viry lze pouzit pii kombinaci s radioterapii jako radiosenzibilizatory, kdy NIS
(sodnojodidovy transporter), vnitini protein plazmatické membrany, fidi bunééné vychytavani

radionuklidi (102).

3.8 Biologicka bezpeénost onkolytickych viru

Terapie OV prokazala, ze pro 1é¢bu pacientl s rakovinou je bezpecna, avSak nékteré otazky
biologické bezpecnosti stile predstavuji problém pro 1ééebnou strategii. Jde predevSim
o nezadouci Gcinky, které se projevi jako mirné chiipky, bolesti bficha, vyrazka, periferni edém
a erytém. Nékteré pfiznaky vymizely po né€kolika dnech samy, nebo po poddni nesteroidnich
protizanétlivych 1ékti. Dalsi nezadouci ucinky, které se bézné vyskytuji, je snizeny pocet
leukocytt a lymfocytl, porucha funkce jater, anémie a dalsi. Ziidkakdy se stalo, Ze by terapie

OV zptisobila vazné poSkozeni pacientova zdravi nebo ohrozila jeho Zivot.

Dalsim nedostatkem je pfenos a vylucovani viru béhem 1écby, kdy mohou byt onkolytické
viry pfeneseny na osoby v blizkém kontaktu s pacientem, jako je rodina pacienta,

¢1 zdravotnicky persondl, ktery pfichdzi do kontaktu s t€lnimi tekutinami pacienta.

Zpisob podani je taktéz otazkou biologické bezpecnosti, proto se OV aplikuji ve velmi

nizkych davkach a je kladen diiraz na dodrzovani bezpe¢nostnich norem (54).

3.9 Shrnuti onkolytické viroterapie

Tato forma 1é¢by rakoviny je vcelku nova a mezi hlavni vyzvy, které brani jejimu uspéchu,
je omezend replikace viru a jeho Sifeni v prostfedi nadoru, nedostatecna doba pirezivani

v organismu a nizka terapeutickd ti¢innost jako samostatna terapie (102).
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ZAVER
Cilem této bakalédiské prace bylo popsat onemocnéni rakovinou, herpes viry a jejich

vyuziti pro 1é¢bu malignit.

V prvni kapitole byla pospana rakovina. Nejdiive byla zminéna vibec prvni zminka
o rakoviné z papyru Edwina Smithe, vznik nazvu ,rakovina®“, kterému dal vznik Hippokrates
na zakladé podobnosti 1éze s krabem a vznik ndzvu ,,sarkom®, ktery zavedl Galén. Poté byly
podrobné¢ popsany zakladni charakteristiky a vlastnosti rakoviny a jeji ptivod. Na zavér prvni

kapitoly byla popsana schopnost rakoviny unikat imunitnimu systému.

Ve druhé kapitole byl prostor vénovan popisu herpes viru, jejich taxonomickému
zafazeni a struktufe. Byl zminén mechanismus infekce buné€k hostitele. Nakonec byla popsana
vynalézavost herpes virti a jejich mechanismy inhibice imunitnich bunék ¢i drah aktivace

imunitniho systému.

Ve tteti kapitole byla popsana 1écba rakoviny, nejdiive z historického hlediska, kde byly
zminény, pro dnesni dobu az absurdni 1é¢ebné metody. Poté byla pospana 1écba onkolytickymi
viry, mechanismus a piisobeni vird na nador. Byly vypsany jednotlivé derivaty herpes viru
pouzivané k 1écbé€ a jejich prvni studie. Taktéz bylo zminéno, Ze onkolytické viry je mozné
kombinovat s klasickymi formami 1écby rakoviny, jako je chemoterapie a radioterapie.

Na zavér byla shrnuta biologickd bezpecnost a celkova viroterapie.
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