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Seznam zkratek 

µ-bcr mikro break cluster region 

Abl Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 

ADO34 antigen vzniklý posunovou mutací  

Adph gen pro adipose differentiation-related protein 

ADRP adipose differentiation-related protein 

AKT akt murine thymoma viral oncogene homolog 

ALL akutní lymfoblastická leukemie 

AML akutní myeloidní leukemie 

ARK-1 aurora-A kináza 

ATP adenosin trifosfát 

BAD Bcl-2-associated death promoter 

Bcl-2 B-cell CLL/lymphoma 2 

Bcl-xL B-cell lymphoma-extra large 

Bcr breakpoint cluster region  

BFGF basic fibroblast growth factor 

BIR Baculovirus Inhibitor of apoptosis protein Repeat 

Btk  Bruton's agammaglobulinemia tyrosin kináza 

C/EBPα CCAAT (cytidin-cytidin-adenosin-adenosin-tymidin)-enhancer-binding protein 

alpha 

CAF carcinoma associated fibroblast(y) 

CAIX carbonic anhydrasa IX 

CAMK2β calcium/calmodulin-dependentní protein-serin kináza 2 beta 

CAMK2γ  calcium/calmodulin-dependentní protein-serin kináza 2 gamma 

CaMK4 calcium/calmodulin-dependentní protein-serin kináza 4 

CaMKK (CaMKK2) calcium/calmodulin-dependentní protein-serin kináza  
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CAR chimerický receptor pro antigen 

CASP2 pro-kaspáza 2 (ICH1 protease)  

CASP5 kaspáza 5 (ICH3 protease, ICE(rel)-III) 

CASP6 pro-kaspáza 6 (apoptotic protease Mch2) 

CASP7 pro-kaspáza 7 (ICE-like apoptotic protease 3 (ICE-LAP3), Mch3) 

CBF C-repeat Binding Faktor 

CD40L CD40 ligand 

CDKI p21 
waf1/cip1

 cyklin-dependentní kinázový inhibitor 

CDX2 homeobox protein CDX-2 

C-Kit v-kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma viral onocgene homolog 

CML chronická myeloidní leukemie 

CML28 chronic myeloid leukaemia 28 antigen 

CML66 chronic myeloid leukaemia 66 antigen  

c-Myb v-myb avian myeloblastosis viral oncogene homolog 

c-Myc v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog 

CTL cytotoxický lymfocyt 

CXCL12 chemokine (C-X-C motif) ligand 12 

CXCR4 chemokine (C-X-C motif) receptor 4 

CXCR7 chemokine (C-X-C motif) receptor 4 

DB dendritické buňky 

DH/PH – doména Dbl (diffuse B-cell lymphoma )homology/ pleckstrin homology 

Dnmt3B DNA (cytosine-5-)-methyltransferase 3 beta 

EBNA Epstein–Barr virus nuclear-antigen 

ECM extracelulární matrix 

ela2 elastase 2 

elane elastase, neutrophil expressed 
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elF-4 gamma E74-like factor 4 gamma 

ELN European Leukemia NET 

ERas embryonic stem cell-expressed Ras 

ERK extracellular regulated protein-serin kináza 

Erk2 extracellular regulated protein-serin kináza 2 (p42 MAP kinase) 

ES endostatin 

ETV6 ets variant 6  

FAK focal adhesion protein-tyrosin kináza 

FasL Fas ligand 

FCS fetal calf serum 

FISH fluorescentní in situ hybridizace 

FOXO forkhead O 

GATA3 GATA binding protein 3 

G-CSF granulocyte colony-stimulating faktor  

GLI GLI family zinc finger 

GM-CSF granulocyte-macrophage colony-stimulating faktor 

GRB2 growth factor receptor-bound protein 2 

GSK3β glykogen synthase kináza 3 beta 

HER-2/neu v-erb-b2 erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 2, 

neuro/glioblastoma derived oncogene homolog (avian) 

Hh hedhehog 

HIF-1α hypoxia inducible faktor 1α 

HIF-2 hypoxia-inducible protein 2 

Histone H2A.X  histone H2A varianta X 

HLA histokompatibilní systém (Human Leucocyte Antigen) 

HRP – horseradish peroxidase 

HSC hematopoietic stem cells 
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Hsp27 heat shock 27 kDa protein 

Hsp70 heat shock protein 70 

Hsp90 heat shock 90 kDa protein alpha/beta 

HUVEC human umbicilical-vein cells 

i.v. intravenózní 

IAP inhibitor/inhibitory  apoptózy 

IFN-α interferon alpha 

IFN-γ interferon gamma 

IgG imunoglobulin G 

IKKa inhibitor of NF-kappa-B protein-serin kináza alpha (CHUK) 

IL-1α interleukin 1 alpha 

IL-2 interleukin 2 

IL-6 interleukin 6 

IL-8 interleukin 8 

IRAK3 interleukin 1 receptor-associated kináza 3 

ITK inhibitor(y) tyrosin-kinázy 

JAK Janus family kináza 

JNK Jun N-terminus protein-serin kináza 

Klf4 Kruppel-like factor 4 

LAA leukemia asociovaný antigen (antigeny) 

LD50  letální dávka 50 

LSGS Low Serum Growth Supplement 

LRR  leucin rich repeat 

MAPK mitogen activated kináza 

MARK MAP/microtubule affinity-regulating protein-serin kináza 1 

m-bcr minor breakpoint cluster region 
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M-bcr major breakpoint cluster region 

MCP-1 monocyte chemotactic protein-1 

MDI-1 mitochondrial division inhibitor-1 

MEK1/2 MAP2K1/2 mitogen-activated protein kináza 1/2 

MHC major histocompatibility complex 

MMP-1 matrix metalloproteináza-1 

mRNA messenger RNA 

mTOR mammalian target of rapamycin-serine-threonin kináza 

MTS 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulphophenyl)-2H-

tetrazolium) 

Nanog transkripční faktor pojmenován podle staré keltské legendy Tir na nOg, země 

věčného mládí 

NDP nukleosid difosát 

NE neutrofilní elastáza 

NETs neutrophil extracellular traps 

NK-κB nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells 

Nm23 non-metastasis protein 23 

NY-CO-38 antigen  

Oct4 octamer-binding transcription factor 4 

p38α MAPK  mitogen-activated protein-serin kináza p38 alpha 

p38γ MAPK (Erk6) mitogen-activated protein-serine kináza p38 gamma (MAPK12) 

PAMP pathogen associated molecular particles 

PAT - doména společná pro Perilipin, ADRP, a TIP47 

PBMC peripheral blood mononucleated cell 

PG proteoglykan 

PDGFR platelet derived growth factor receptor 

Ph+ Filadelfský chromozóm 
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PI3K phosphatidylinositol-3 kináza 

PinX1 PIN2/TERF1 interacting, telomerase inhibitor 1 

PKM2 pyruvát kináza, isozymes M1/M2 

PLIN perilipin 

Pr-3 proteináza 3 

PRAME preferentially expressed antigen in melanoma 

prtn3 gen pro proteinázu 3 

PTCH  receptor Patched  

PU.1 transkripční faktor 

PuF Pumilio-fem-3 mRNA binding factor 

PVDF polyvinylidene fluorid 

PVP polyvinylpyrrolidone 

RAF v-raf-1 murine leukemia viral oncogene homolog 

RAR retinoic acid receptor 

RAS Rat sarcoma 

RHAMM receptor for hyaluronic acid mediated motility 

RT-Q-PCR Real Time Quantitative Polymerase Chain Reaction  

s.c. subkutánní 

SCP-1 synaptonemal complex protein 1 

SDF-1α stromal derived factor-1α 

SEREX serologický screening exprese cDNA 

SKP2 S-phase kinase-associated protein 2 

SMO smoothened 

SOS son of sevenless 

SOX sex determining region Y-box 

Sp1 specificity protein 1 



 

 

13 

Src v-src avian sarcoma (Schmidt-Ruppin A-2) viral oncogene homolog 

STAT signal transducer and transcription activator 

STK33 FLJ35932 protein-serin kináza 

TAA tumor asociovaný antigen (antigeny) 

TEL synonymum pro ETV6 (ets variant 6)  

TERT telomeráza reverzní transkriptáza 

TID50 tumor indukující dávka 50 

TIP47 protein perilipinové proteinové rodiny 

TKA tyrosin-kinázová aktivita 

Tlk1 tousled-like protein-serin kináza 1 

TNF-α tumor necrosis factor alpha 

TORC1 target of rapamycin complex 1 

TORC2 target of rapamycin complex 2 

TP-1 telomerázový protein 1 

TPX2 targeting protein for Xklp2 

TRAIL tumour necrosis factor related apoptosis-inducing ligand 

VEGF vascular endothelial growth factor 

VEGFR vascular endothelial growth factor receptor 

VEGFR-2 vascular endothelial growth factor receptor 2 

Vrk1 vaccinia related protein-serin kináza 1 

WB western blotting 

WNT wingless-type MMTV integration site family member 

Wt-1 Wilms tumor-1 

ZAP70 zeta-chain (TCR) associated protein-tyrosin kináza, 70 kDa 
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Úvod 

 

 V současnosti patří chronická myeloidní leukémie (CML) mezi onkologická 

onemocnění, která jsou nejlépe prostudovaná na molekulární úrovni. Její vznik těsně 

souvisí s translokací mezi chromozomy 9 a 22, která vede ke vzniku fúzního genu 

bcr-abl, který kóduje fúzní protein Bcr-Abl (viz dále). Genová modifikace vede 

k nežádoucímu zvýšení aktivity tyrosin-kinázy (TK) kódované genem abl. Po 

zavedení léčby imatinib mesylátem a dalšími inhibitory tyrosin-kinázy (ITK) Abl, 

které jsou označované jako ITK druhé generace, se výrazně zlepšila kvalita života i 

délka přežití pacientů trpících CML. Současná farmakoléčba však pouze zastavuje 

průběh nemoci a snad jen výjimečně ji vyléčí. Jedním z hlavních důvodů je, že se 

nádorové buňky nechovají při léčbě pasivně. Velmi často dochází k mutacím, které 

mají za následek selekci buněčného klonu, který je k užité farmakoterapii 

rezistentní, či k amplifikaci fúzního genu bcr-abl. Moderní farmakoterapie založená 

na ITK též není s to zasáhnout nádorové kmenové buňky, které se stávají při 

přerušení léčby zdrojem relapsu nemoci. Jedinou možností vyléčení CML 

v současné době je transplantace allogenních hematopoetických kmenových buněk. 

Nevýhodami tohoto léčebného postupu jsou malý počet vhodných dárců a také 

vysoká morbidita a mortalita u nemocných příjemců.   

 V současné době je rozšířeno přesvědčení, že problémy s léčbou nemoci vyřeší 

imunoterapie, která by se mohla stát vhodným doplňkem „klasické“ léčby. Úspěšná 

imunoterapie by krom toho podstatně snížila náklady na jednoho léčeného pacienta, 

podle některých odhadů asi na 1/3 současné ceny, podle jiných dokonce 

několikanásobně více. 

 Cílem snažení vědeckého kolektivu, jehož jsem členkou, je vývoj a prověrka 

terapeutických vakcín proti CML. Mým úkolem bylo řešit některé dílčí problémy 

související s vývojem vakcín. K modelovému studiu imunologie a biologie buněk 

transformovaných lidským fúzním genem bcr-abl využíváme myších (BALB/c) 

buněčných linií B210 a 12B1. Ty byly transformovány fúzním genem pomocí 

příslušně upravených retrovirových vektorů. Nedílnou součástí našeho úsilí je 

nalezení způsobů, jak posílit terapeutický účinek vakcinace dalšími intervencemi. 
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 Předkládaná dizertační práce popisuje tři dílčí projekty, jejichž řešením jsem 

byla pověřena. První je zaměřen na proteomovou analýzu zmíněných myších 

buněčných linií s cílem vysvětlit jejich rozličné chování in vitro a in vivo. Druhá 

část práce shrnuje mé poznatky při vývoji buněčné vakcíny zaměřené proti 

neoangiogenezi u CML a při jejím testování in vitro a in vivo. Třetím projektem byl 

pokus vyvolat pomocí DNA vakcíny imunitu proti chemokinu SDF-1α, který hraje 

důležitou roli v patogenezi leukemií. Provedené studie přinesly řadu nečekaných 

pozorování, které jsem se pokusila vysvětlit. 
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Cíle práce: 

Projekt 1: Identifikace TAA (tumor asociovaných antigenů) v buňkách myších 

buněčných linií B210 a 12B1, které byly transformovány fúzním genem bcr-abl a 

produkují protein Bcr-Abl. 

 

 

Projekt 2: Příprava a vyzkoušení vakcíny z buněk geneticky modifikovaných tak, 

aby exprimovaly myší gen pro endostatin, jednomu z produktů, které tlumí 

angiogenezi, bez níž není možný růst nádorů a jejich metastazování.   

 

 

Projekt 3: Vyvolání imunity proti SDF-1α, jednomu z chemokinů, které podporují 

růst nádorů.  

 

 

 

 

 

Tato práce vznikla za podpory grantových projektů  MZCR IGA NS 10634-3/2009 a 

MZ0UHKT 2005. 
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Literární přehled 

 

Chronická myeloidní leukémie (CML) 

 

Obecná charakteristika 

 Chronická myeloidní leukémie patří mezi myeloproliferativní onemocnění, 

charakterizované klonální proliferací maligně transformované hematopoetické kmenové 

buňky. Typická je masivní proliferace buněk myeloidní řady s převahou postižení 

granulopoezy. Pro CML je typická cytogenetická odchylka označovaná jako Filadelfský 

chromozom (Ph+), který vzniká v důsledku reciproké translokace (9;22) (q34; q11). 

Výsledkem chromozomové aberace je vznik fúzního genu bcr-abl kódujícího fúzní 

protein Bcr-Abl, který hraje klíčovou roli v leukemogenezi. Kromě myeloidní řady 

může být postižena stejným mechanismem také řada lymfoidní. 

Epidemiologie CML 

 Incidence CML v populaci je 1-2 / 100 000 obyvatel, tvoří asi 15 % z celkového 

počtu nemocných s leukemií (Faderl et al. 1999). Etiologie nemoci není dosud známa. 

Jednou z příčin vzniku nemoci je ionizující záření (Holmberg 1992), což potvrzuje 

zvýšený výskyt CML (i) u osob přeživších svržení atomových bomb na Hirošimu a 

Nagasaki, (ii) u pracovníků, kteří se podíleli na likvidaci jaderné katastrofy 

v Černobylu, a (iii) u zdravotníků, kteří jsou profesionálně vystaveni ionizujícímu 

záření. Též expozice k benzenu u pracovníků v chemickém průmyslu je rizikovým 

faktorem pro vznik nemoci (Vlaanderen et al. 2012). 

Molekulární podstata CML  

 Pro nemoc je charakteristický vznik zkráceného chromozomu 22 (označovaného 

jako Filadelfský chromozom, Ph+) a vznik hybridního fúzního genu bcr-abl, který je 

důsledkem vzniku reciproké translokace t(9;22). Onkogen bcr-abl má vysoce zvýšenou 

TKA. Ta aktivuje dráhy, které podporují buněčnou proliferaci.  Zmíněná translokace je 

detekovatelná u 95% všech pacientů. Stejnou cytogenetickou odchylku lze pozorovat u 

dětských pacientů s ALL (5 %), dospělých s ALL (15-20 %) a u pacientů s AML v 

počátečních fázích nemoci (2 %) (Kurzrock et al. 1988; Specchia et al. 1995). 
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 Fúzní gen bcr-abl, z něhož je přepisována hybridní fúzní mRNA, vzniká 

spojením 3´segmentu genu  abl  chromosomu 9q34 a 5´segmentu genu bcr 

chromozomu 22q11n. Na genu bcr dochází ke zlomům na třech různých místech, v m-

bcr (minor breakpoint cluster region) (e1), M-bcr (major bcr) (b2, b3) a µ-bcr (mikro 

bcr) (e19). Zlomy v genu abl jsou u většiny případů před exonem a2. Podle toho, kde 

dochází k zlomům genu bcr vznikají různě dlouhé chimerní mRNA (e1a2, b2a2, b3a2 a 

e19a2). Odpovídající tři chimerní proteinové produkty se označují jako P190
bcr-abl

, P210
 

bcr-abl
 a P230

 bcr-abl
. Schématické znázornění vzniku všech tří proteinových produktů je 

znázorněno v Obr.1. 

 Nejčastější variantou u pacientů s CML jsou transkripty b2a2 a b3a2, které jsou 

překládány jako  P210
 bcr-abl

.  Přibližně u 5 % pacientů se objevují oba transkripty 

současně (Melo 1996). Typ transkriptu nemá žádný vliv na průběh nemoci ani na 

odpověď na léčbu (Shepherd et al. 1995). Protein P190
bcr-abl 

(transkript e1a2) se 

objevuje u CML pacientů velmi zřídka, byl detekován především u pacientů s Ph+ ALL 

(Faderl et al. 1999). Transkript e19a2 (P230
bcr-abl

) je spojován se vznikem chronické 

neutrofilní leukemie a trombocytozy (Pane et al. 1996; Melo et al. 1994). 

 Kromě fúzního genu  bcr-abl vzniká také recipročně gen abl-bcr. V případě 

vzniku M-bcr, vzniklý fúzní gen abl-bcr kóduje protein Abl-Bcr o velikosti 40 kDa 

(P40
abl-bcr

). V případě vzniku  m-bcr , gen abl-bcr  kóduje fúzní protein o velikosti 96 

kDa (P96
abl-bcr

). Transkript genu  abl-bcr byl detekován u 65 % pacientů s CML (Melo 

et al. 1993). Biologie proteinů P40
abl-bcr

  a P96
abl-bcr

 není dosud zcela prostudována. 

Velmi významnou roli u fúzního proteinu P96
bcr-abl

  pravděpodobně hraje onkogenní 

doména DH/PH (Whitehead I, Biochim Biophys Acta, 1332, F1-23). I přes absenci této 

domény u P40
abl-bcr

, oba fúzní produkty Abl/Bcr jsou řazeny mezi onkogeny. Soudí se, 

že přispívají k vývoji leukemickému fenotypu (Zheng et al. 2009). 
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Obr.1: Schématické znázornění vzniku 3 variant fúzních proteinů Bcr-Abl. A) Dvojice 

obrázků znázorňuje proteiny Bcr a Abl, které vznikají za fyziologických podmínek. B) 

Vznik chimerních proteinových produktů fúzního genu bcr-abl (Kurzrock et al. 2003). 

  

 

Signální kaskády u CML 

 Protein Bcr-Abl zasahuje do celé řady signálních drah. Jeho interakce 

s cytoplazmatickými proteiny vede k narušení klíčových buněčných signálních kaskád a 

významně přispívá k buněčné leukemogenezi.  Klíčovou roli hrají dvě domény fúzního 

proteinu, a to oligomerní doména na N-konci proteinu a motiv Tyr 177. Spirálně 

stočená oligomerní doména odpovídá za dimerizaci, zkříženou (cross) fosforylaci a 

aktivaci fúzního proteinu. Tím stimuluje buněčné signální dráhy (Ahmed and Van Etten 

2013). Doména Tyr 177 je vazebným proteinem pro adaptorový protein GRB2 

(Pendergast et al. 1993). Ten po interakci s autofosforylovanou Tyr177 doménou 

A) 

B) 
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aktivuje dráhu phosphatidylinositol-3 kinázy (PI3K) (Sattler et al. 2002), která přispívá 

k leukemickému fenotypu.  Dráhy aktivované proteinem Bcr-Abl jsou zobrazeny 

v Obr.2. 

 

 

Obr.2: Signální dráhy aktivované proteinem Bcr-Abl  u CML. (O'Hare et al. 2011). 

 

Signální dráha PI3K/AKT/mTOR 

 Protein Bcr-Abl aktivuje dráhu PI3K  vazbou na protein GRB2. Následně 

dochází k  nitrobuněčným pochodům, které brání apoptóze a podporují proliferaci 

buněk.  Po aktivaci PI3K/AKT (serin-threonin kináza) dochází k fosforylaci a inaktivaci 

proapoptotického proteinu BAD, který se za fyziologických podmínek váže na proteiny 

Bcl-2 a Bcl-xL. Tím se zabraňuje programované buněčné smrti. Aktivovaná dráha  

PI3K/AKT také inhibuje transkripční faktor FOXO (forkhead O) a tím vyvolává 

 inhibici apoptózy indukované TRAIL (tumour necrosis factor related apoptosis-

inducing ligand) (Ghaffari et al. 2003). mTOR (mammalian target of rapamycin, jde o 

serin-threonin kinázu) hraje významnou roli v kontrole buněčné proliferace a růstu. 
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Obsahuje dvě katalytické podjednotky TORC1 a TORC2 pro dva protein-kinázové 

komplexy. Obě podjednotky podporují proliferaci transformovaných buněk a jejich 

přežívání (Mohi et al. 2004). Aktivací mTOR a inhibicí transkripčního faktoru FOXO 

dochází k fosforylaci a degradaci proteinu P27 za účasti zvýšené tvorby proteinu SKP2. 

To se projeví zvýšením buněčné proliferace. Aktivovaná dráha PI3K/Akt/FOXO a 

zvýšená produkce mTOR také blokuje důležité buněčné procesy, jakou je např. 

autofagie (Cilloni and Saglio 2012). 

Signální dráha RAS/RAF/ MAP kináza 

 Jak už bylo zmíněno, fosforylací Tyr 177 dochází k vazbě proteinu Bcr-Abl na 

protein GRB2, který aktivuje signální kaskádu RAS/RAF/MAPK. Po vazbě dochází 

k aktivaci efektorového proteinu SOS (Son of Sevenless) a přeměně guanin-

dinukleotidu na aktivní guanin-trinukleotid. Buněčná kaskáda pak dále ovlivňuje 

fosforylaci MEK1/2 a MAPK, která vede k transkripci cílových genů a abnormální 

buněčné proliferaci. Jsou důkazy pro to, že aktivací dráhy RAS/RAF/MAPK je 

sekundárně také spuštěna buněčná dráha MEK/ERK (Deininger et al. 2000). ERK1/2 

kaskáda se aktivuje v bcr-abl-transformovaných buňkách a pravděpodobně je také 

jednou z příčin vzniku rezistence na ITK imatinib (Janes et al. 2010). 

Signální dráha JAK/STAT 

 U normálních buněk dochází k aktivaci dráhy STAT vazbou cytokinů a aktivací 

JAK2. U leukemických buněk je signální kaskáda STAT aktivována nezávisle na JAK 

přímou vazbou domény STAT SH2 na fosforylované tyrosiny proteinu Bcr-Abl (Cilloni 

and Saglio 2012). Stejně jako zmíněné signální kaskády i aktivace této dráhy vede ke 

snížení kontroly proliferace a k expanzi leukemických buněk. Kromě toho je 

pravděpodobné, že JAK2 a jeho signalizace v buňkách  kostní dřeně přispívají ke 

vzniku rezistence na ITK (Traer et al. 2012). 

 JAK2 také ovlivňuje protoonkogen c-myc, který je zvýšeně exprimován v 

leukemických buňkách v blastické fázi nemoci (Cilloni and Saglio 2012) a jako 

transkripční faktor velmi výrazně přispívá k progresi nemoci.  
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Hedgehog kaskáda (Hh) 

 Signální dráha Hh se významně uplatňuje v embryonálním vývoji.  Mutace 

v této kaskádě byla popsána u mnohých onemocnění (Jagani et al. 2010) včetně 

nádorových. U leukemických buněk hraje významnou roli v transkripci genů 

zodpovědných za regulaci buněčného cyklu, proliferaci a přežívání. Za fyziologických 

podmínek se Hh váže ke svému receptoru Patched (PTCH) a inhibuje SMO 

(Smoothened). U leukemických buněk, byla pozorována zvýšena produkce SMO, který 

ovlivňuje transkripční faktory proteinové rodiny GLI. Ty pak zasahují do transkripce 

genů pro proteiny Bcl-2, c-Myc a D-cyklinů (Ahmed and Van Etten 2013).   

WNT/β-Catenin 

 Signální kaskáda WNT je ovlivněna aktivací β-cateninu a inaktivací GSK3β. 

Tento proces byl popsán jak u pacientů s CML v blastické krizi tak i u pacientů s ALL 

(Khan et al. 2007). Jeho zvýšená aktivace byla detekována v progenitorech 

granulocytárních makrofágů. WNT kaskáda, u pacientů s CML ve fázi akcelerace a 

v blastické krizi, zvyšuje expresi genů pro c-MYC, cadherin, ROK13A, MDI-1 a další 

(Radich et al. 2006). Deregulace WNT signální dráhy vede k proliferaci, adhezi, migraci 

a  diferenciaci leukemických HSC (Cilloni and Saglio 2012). 

Stromální mikroprostředí kostní dřeně a signální kaskády 

 Kromě výše uvedených buněčných signálních drah, ovlivňuje Bcr-Abl i další 

kaskády, které se stejně jako výše uvedené podílejí na proliferaci a zvýšené migraci 

leukemických buněk.  K tomu přispívají i procesy odehrávající se v mikroprostředí 

nádorových buněk. Tedy nejen protein Bcr-Abl, ale také cytokiny a chemokiny 

produkované stromálními buňkami aktivují buněčné mechanismy, které vedou 

k proliferaci a přežívání buněk leukemického klonu. 

 

Průběh nemoci, diagnostika, současné a budoucí možnosti léčby CML 

 Nemoc je diagnostikována převážně v rutinních krevních testech, protože 30-

50 % pacientů je bez zjevných klinických symptomů.  Pokud se příznaky objeví, jedná 

se převážně o anemii, splenomegalii, ztrátu hmotnosti, noční poty a pocity nevolnosti. 

Průběh CML je rozdělen dle klinického obrazu do 3 fází: do fáze chronické, fáze 

akcelerace a blastické krize. Jejich hlavní charakteristiky jsou v Tab. 1. Většina pacientů 
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je diagnostikována v průběhu chronické fáze. Pro hodnocení závažnosti a prognózy 

nemoci (nízké, střední, vysoké riziko) jsou v praxi využívány 2 skórovací systémy 

Sokalovo skóre (Sokal et al. 1984) a Hasfordovo skóre (Hasford et al. 1998). 

 

Tab. 1: Fáze CML, parametry pro jednotlivé fáze onemocnění (Adam Z et al. 2008). 

 Chronická fáze Fáze akcelerace Blastická krize 

Počet leukocytů ≥20.10
9
 /l - - 

Blasty 0% -5% ≥10% ≥30% 

Bazofily zvýšené ≥20% - 

Trombocyty 
zvýšené nebo 

normální 

 
 

Kostní dřeň 
myeloidní 

hyperplazie 

 
 

Cytogenetika Ph
+
   

Bcr-Abl + + + 

 

 Diagnóza je stanovována na zakládě perzistující vysoké  leukocytozy  a 

pozitivním testem na Ph+. Pro detekci Ph+ jsou použity rutinní cytogenetické testy nebo 

FISH (fluorescenční in situ hybridizace). Další metodou pro detekci přítomnosti fúzního 

genu bcr-abl je RT-Q-PCR (Real Time Quantitative Polymerase Chain Reaction). 

Výsledek reflektuje podíl nemocných buněk v poměru k buňkám zdravým. RT-Q-PCR 

se užívá k vyjádření množství transkriptu bcr-abl v periferní krvi, a tím umožňuje 

monitorovat reziduální (zbytkovou) nemoc. 

 V současné době se k léčbě CML používá ITK. V minulosti v prvních fázích 

léčby sloužily sloučeniny arzenu, busulfan, hydroxyurea a IFN-α. 

 Prvním ITK schváleným pro léčbu pacientů s CML byl imatinib mesylát, 

komerčně Gleevec (Novartis Pharmaceutical Corporation, NJ, USA). Jde o kompetitivní 
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inhibitor ATP-vazebných míst nacházejících se na proteinu Bcr-Abl. Mechanismem 

jeho účinku je inhibice fosforylace proteinů, které se účástní buněčné signalizace 

indukované Bcr-Abl proteinem. Kromě TK proteinu Bcr-Abl, imatinib blokuje také TK 

proteinů PGDFR a C-KIT (Druker and Lydon 2000). Ačkoli imatinib velmi pozitivně 

ovlivňuje délku přežití pacientů s CML, v klinické studii dosáhlo 89 % pacientů pouze 

5-ti letý interval sledování (Druker et al. 2006). Z výše uvedených důvodů u části 

pacientů léčba imatinibem selhává. Tato zkušenost podnítila vývoj  ITK 2. generace. 

 Dasatinib (Sprycel, Bristol-Myers Squibb) patří do skupiny ITK 2. generace. 

V in vitro studiích byla prokázána účinnost 350krát vyšší než má imatinib mesylát. 

Kromě kompetitivní inhibice ATP-vazebných míst na proteinu Bcr-Abl také oslabuje 

kritické signální dráhy indukované Src kinázami (Jabbour and Kantarjian 2012). 

Nilotinib (Tasigna, Novartis Pharmaceutical Corporation, NJ, USA) také patří do 

ITK 2. generace. Jeho inhibiční vlastnosti jsou 50krát vyšší než imatinibu (Weisberg et 

al. 2005).  

 Imatinib je stále v pořadí prvním farmaceutickým přípravkem, který se podává 

po potvrzení diagnózy CML. Léčebné odpovědi jsou rozděleny do třech typů dle ELN 

(European Leukemia NET). Jde o komplexní hematologickou odpověď, tj. remisi; 

cytogenetickou odpověď, kdy je u pacienta detekováno snížení počtu mitóz  Ph+ buněk; 

a molekulární odpověď, kdy u nemocného dojde k poklesu zastoupení leukemických 

bcr-abl pozitivních buněk na méně než 0,1 %. V případě, že dojde k selhání léčby 

imatinibem, přechází se na ITK 2. generace. Tyto léky mohou být předepisovány pouze 

v specializovaných centrech, které u nás určuje Ministerstvo zdravotnictví ČR. 

 Značnou nevýhodou ITK je vznik lékové rezistence. U imatinibu se jedná asi o 

20 % z celkového počtu pacientů s CML, u kterých se rezistence uplatní do 5-ti let od 

prvního podání. U ITK 2. generace obdobné údaje vzhledem k relativně krátké době 

klinického používání nejsou zatím k dispozici. Rezistence na ITK vzniká bodovými 

mutacemi v kinázové doméně bcr-abl. Nejdůležitější je mutace  T315I, označovaná také 

jako gatekeeper. Pacienti, u nichž byla tato mutace detekována, mají špatnou prognózu 

a není u nich účinný žádný ze zmíněných ITK. 

 Ve stadiu zkoušek jsou i další léčiva jako např.  ITK označovaný jako ponatinib, 

který by mohl být nadějí pro pacienty s mutací T315I, DCC-2036 – switch pocket 
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inhibitor, který mění konformaci Bcr-Abl z aktivní formy na formu inaktivní, nebo 

omacetaxin, který inhibuje syntézu proteinů a indukuje apoptózu (Jabbour and 

Kantarjian 2012). 

  V případě slabé odpovědi pacientů na ITK nebo vzniku mutace je v současné 

době jediným léčebným řešením allogenní transplantace hematopoetických buněk. 

Nevýhodou této léčby je malý okruh vhodných dárců, ale také vysoká morbidita a 

mortalita příjemců. Dalším omezením je také věk pacienta.   

 Se zvýšením povědomí o imunologických procesech se nabízí řešení léčby CML 

pomocí imunoterapie. CML je pro ni vhodným kandidátem z několika důvodů:   (Vonka 

2010). Jsou to (i) pomalý rozvoj nemoci, který dává dostatečný časový prostor pro 

imunoterapeutický přístup; (ii) nádorové buňky cirkulují v krvi a lymfatickém systému 

a tím jsou k imunitním zásahům více přístupné; (iii) nádorové buňky obsahují 

specifický antigen Bcr-Abl, který vyvolává syntézu dalších TAA, které se v normálních 

buňkách dospělého jedince nevyskytují, jde např. o některé  cancer-testis antigeny. (iv) 

Krom toho, a to je obzvláště příznivý moment, existuje velmi účinná chemoterapie, 

která redukuje nádorovou masu a tím i tvorbu nádorem produkovaných 

imunosupresivních faktorů.   

 

Experimentální protinádorové vakcíny u CML 

 Genová a buněčná terapie nabízí pro léčbu CML široké možnosti. V úvahu 

přicházejí a už se zkoušejí peptidové vakcíny. Byly publikovány výsledky několika 

studií, v jejichž průběhu se podařilo idetifikovat  reaktivní epitopy na Bcr-Abl proteinu 

(Greco et al. 1996; Nieda et al. 1998; Wagner et al. 2003) a byla provedena řada 

klinických studií (Cathcart et al. 2004; Bocchia et al. 2005; Rojas et al. 2007; Maslak et 

al. 2008). Kromě proteinu Bcr-Abl by bylo možné k léčbě užít i peptidy odvozené od 

dalších TAA leukemických buněk. Obtížná je identifikace vhodných reaktivních 

epitopů, které jsou většinou predikovány pomocí počítačových programů. Další 

slabinou peptidových vakcín je omezení pouze na malé množství antigenů a snadná 

selekce nádorových buněk, které nebudou obsahovat příslušné cílové epitopy. 
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 Uvažuje se o užití DNA vakcín, které by nesly geny pro TAA. Jako 

nejvýhodnější skupinou antigenů pro DNA vakcinaci se kromě Bcr-Abl jeví být již 

zmíněné cancer-testis antigeny, které podstatně snižují či dokonce vylučují nebezpečí 

autoimunitních reakcí a skýtají naději na dobrou imunitní odpověď, a specifické 

antigeny kmenových nádorových buněk.  DNA vakcíny jsou v experimentálním modelu 

obvykle podávány intrakutánně nebo intramuskulárně formou zlatých partikulí, na které 

je navázána příslušná DNA (vhodně připravený plazmid). Slabinou je nedostatečná 

transfekce buněk in vivo a nízká syntéza antigenu, i když se účinnost transfekce dá 

zvýšit elektroporací (Heslop et al. 2003). Další možností je užití virového či 

bakteriálního vektoru, avšak takový přístup je spíše vhodný pro jednorázové využití u 

infekčních onemocnění než pro protinádorové vakcíny. Imunitní odpověď na proteiny 

mikrobiálního původu znemožňuje opakované využití stejné vakcíny (Heslop et al. 

2003). 

  Z těchto důvodů se uvažuje o využití buněčných vakcín. Pro imunoterapii 

nádorových onemocnění je významným přínosem vývoj očkovacích látek založených 

na autologních dendritických buňkách (DB). Možností využití DB je několik. Tak se 

například zkouší účinnost DB, které byly vystaveny působení lyzátů z nádorových 

buněk, či  elektroporovaných in vitro mRNA získanou z nádorových buněk (Amrolia et 

al. 2003; Hus et al. 2008). V klinických zkouškách začínají být prověřovány autologní 

T-lymfocyty, které byly geneticky modifikovány tak, aby vznikl tzv. chimerický 

receptor (CAR), který rozpoznává specifický nádorový antigen (Jena et al. 2010). Jinou 

uvažovanou formou buněčných protinádorových vakcín jsou preparáty založené na 

autologních a allogenních nádorových buňkách, geneticky modifikovaných tak, aby se 

zvýšila jejich imunogennost (Levitsky et al. 1996; Borrello et al. 1999). Výhodou 

celobuněčných vakcín je skutečnost, že nabízejí pro prezentaci imunitnímu systému 

široké spektrum buněčných proteinů s mnoha epitopy, které se váží na různé HLA 

molekuly. Již před 17 lety byla ozkoušena autologní vakcína vytvořená z myeloidních 

bcr-abl pozitivních progenitorů izolovaných od pacientů s CML (Smit et al. 1997). 

Takový přístup se neujal. V klinické studii s pacienty s CML a AML byla nedávno 

s povzbudivými výsledky vyzkoušena vakcína založená na buňkách K562, které byly 

geneticky modifikovány tak, aby produkovaly GM-CSF (Borrello et al. 2009; Smith et 
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al. 2010; Qin et al. 2013). Připomínám, že buňky K562 byly v minulosti odvozeny od 

pacienta s blastickou formou CML a tvoří protein Bcr-Abl a řadu dalších TAA. 

 

Tumor asociované antigeny (TAA) 

 TAA byly prvně identifikovány u pacientů s melanomem a renálním 

karcinomem (Novellino et al. 2005). Rozvojem metody serologického screeningu 

exprese cDNA (SEREX) bylo detekováno velké množství antigenů u pacientů se 

solidními nádory (Tureci et al. 2005). Metoda SEREX je založena na identifikaci 

nádorových antigenů, které mají schopnost vyvolat vysoké hladiny imunoglubulinů 

(IgG) v sérech pacientů.  

 Velké množství genových produktů, které byly identifikovány metodou SEREX, 

lze rozdělit do kategorií: 

 

1) Cancer-testis antigeny / Germline antigeny 

2) Mutované antigeny 

3) Diferenciační antigeny 

4) Amplifikované / nadměrně produkované antigeny 

5) Sestřihové antigeny (Splice Variant Antigens) 

6) Virové antigeny 
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Obr.3: Princip metody SEREX (Chen 2004). 

 

Cancer-testis antigeny / Germline antigeny 

 Jedná se o antigeny, které splňují následující charakteristiky. Antigen je 

převážně exprimován v gametických tkáních a v nádorových buňkách. Značná část genů 

kódující příslušné antigeny se nachází na chromozomu X. Antigeny jsou imunogenní, 

ovlivňují produkci mnohých dalších proteinů v nádorových buňkách a in vitro jsou 

aktivovány hypomethylací a (nebo) inhibovány histon-deacetylázou. Dělí se do dvou 

subtypů a to na třídu HLA I a HLA II. Tyto antigeny jsou často užívané jako součást 

protinádorových vakcín, protože buňky gametických tkání ani placenta neprodukují 

proteiny  HLA I ani HLA II třídy. Nehrozí proto autoimunní reakce. Jsou důkazy, že 

v tomto směru jsou obzvláště spolehlivými antigeny, jejichž geny jsou lokalizovány na 

chromozomu X. 

 

Mutované antigeny 

  Jde o skupinu antigenů, které vznikají různým typem mutací. Tyto molekulární 

změny způsobují nebo přispívají k neoplastické transformaci buněk. I mutované 

antigeny jsou rozděleny do podtříd HLA I a HLA II. Mezi nejznámější antigeny patří 

tumor supresorový protein p53 (Scanlan et al. 1998), dále pak posunovou mutací 
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vzniklý antigen ADO34 (Line et al. 2002), CDX2 (Ishikawa et al. 2003) nebo E-

cadherin (Obata et al. 2000). Všechny tyto mutované antigeny jsou silnými imunogeny 

u pacientů s nádory. 

 

 Diferenciační antigeny 

 Jedná se o skupinu antigenů tělu vlastních.  Opět zahrnuje dvě podtřídy 

antigenů, tj. HLA I a HLA II. Jde o proteiny, které přímo zasahují do biologických 

procesů v buňce. Patří sem např. proteiny rodiny SOX, které se uplatňují při vývoji 

neuronů a pohlavní determinaci, ale také při progresi nádorů plic (Güre et al. 2000);  

dále SCP-1, protein, který se produkuje při meiotické profázi spermatocytů, ale také 

v jádrech nádorových buněk nezávisle na tom v jaké jsou buněčné fázi; a dále CD20 

antigen, který je produkován pre-B buňkami a zralými buňkami B a je terapeutickým 

cílem u hematologických malignit indukovaných buňkami B. 

 

Nadměrně produkované /amplifikované antigeny 

 Tyto antigeny vznikají přepisem normálních genů, ale jejich množství je 

podstatně vyšší v nádorových než normálních buňkách. Tyto antigeny jsou také 

imunogenní. Mezi ně se řadí např. ARK-1, CAIX, elF-4 gamma, AKT-1, HER-2/neu a 

mnohé další. 

 

Sestřihové antigeny 

 Jde o proteiny, které vznikají jako produkty různých sestřihových variant 

mRNA. Jejich izoformy mohou mít různé biologické vlastnosti. Za zmínku stojí antigen 

NY-CO-38, u kterého bylo popsáno 5 sestřihových variant (Scanlan et al. 1999). 

 

Virové antigeny 

 Antigeny kódované virovým genomem jsou součástí buněk nádorů virového 

původu.  Jako příklad mohou sloužit nádory vyvolané papillomaviry (časné proteiny E6 

a E7) či některými herpetickými viry (EBNA). Vesměs jsou dobrými  imunogeny. 
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Leukemia/tumor asociované antigeny u CML (LAA) 

 U hematologických malignit hrají roli tzv. leukemia asociované antigeny (LAA). 

Tyto proteiny jsou velmi často výsledkem chromozomové translokace mezi dvěma 

vzdálenými geny a je možno považovat je za specifickou skupinu antigenů. Fúze genů 

podmiňuje vznik fúzního proteinu, který je charakteristický pro danou hematologickou 

malignitu např. BCR-ABL, ETV6/AML, TEL/AML1, E2A-PBX, MLL-AF4 a  IGH-

MYC. T-epitopy těchto proteinů se nacházejí v místě fúzního spoje. Kromě toho, že 

jsou potenciálními terapeutickými cíli, zasahují do celé řady biologických drah a 

indukují vznik dalších antigenů (Obr.4). Ty jsou rovněž potenciálními cíli pro 

specifickou imunoterapii.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr.4:  Imunogenní antigeny u leukemie. Oranžová pole označují proteiny, které se 

účastní biologických procesů vedoucích k proliferaci leukemických buněk nebo 

zabraňují jejich apoptóze (Greiner et al. 2008). 
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RHAMM/CD168 

 RHAMM (receptor for hyaluronic acid mediated motility) patří do skupiny 

rozpustných cytoplazmatických proteinů. Jeho gen leží na chromozomu 5 a molekulová 

hmotnost proteinu je kolem 80 kDa. Identifikovány byly jeho 3 sestřihové varianty, a to 

RHAMM
FL

, RHAMM
-48

 a RHAMM
-147

, které jsou z 99 % homologní (Crainie et al. 

1999). RHAMM je produkován varlaty, thymem, placentou (Giannopoulos and Schmitt 

2006) a přechodně a v nízkých hladinách také lymfocyty (Turley et al. 1993). Poprvé 

byl popsán v myších fibroblastech jako součást receptoru pro kyselinu hyaluronovou 

(HARC) (Jiang et al. 2010). Za fyziologických podmínek je RHAMM indukován 

hypoxií při hojení ran a embryogenezi (Maxwell et al. 2008).  

 Svou roli také hraje při tumorigenezi. Byly popsány dvě cesty aktivace 

RHAMM. Intracelulární, při které vystupuje RHAMM jako centrozomální protein 

regulující aktivaci proteinu ARK-1 přes TPX2, a extracelulární, při které působí na 

nádorové mikroprostředí aktivací RAS-Raf-MEK-ERK signální kaskády vazbou na 

CD44 (Jiang et al. 2010). Výsledkem extracelulární aktivace je zvýšená migrace 

neoplastických buněk.  

 Patří mezi významné TAA. Je nadměrně produkován jak v solidních nádorech 

tak i u onkohematologických onemocnění (Greiner et al. 2002). Je významným 

antigenem i u pacientů s CML (Greiner et al. 2002), u kterých se tvorba mRNA pro 

RHAMM v PBMC zvyšuje ve fázi akcelerace a při blastické krizi (Schmitt et al. 2006). 

Studie u různých onemocnění potvrdily cytotoxickou buněčnou odpověď na RHAMM 

(Crainie et al. 1999; Greiner et al. 2002) a také byl identifikován T-buněčný epitop 

R3 (SLELMKL), který indukuje u pacientů s leukemií CD8+ odpověď (Greiner et al. 

2005).  

  

WT-1 (Wilms tumor-1) 

WT-1 patří mezi transkripční faktory se čtyřmi zinkovými prsty. Reguluje 

expresi mnoha genů. Mezi nejdůležitější patří gen pro erytropoetin, glukoproteinový 

hormon, který kontroluje proces erytropoezy. Gen wt-1 je lokalizován na 

chromozomu 11. Existuje několik transkripčních variant genu wt-1. Molekulová 

hmotnost proteinu je 49 kDa. Je produkován především buňkami ledvin, 
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hematopoetickými buňkami, slezinou a gonádami. Lokalizace v buňce je určena typem 

izoformy. Izoforma 1 je lokalizována v jaderných skvrnách a izoforma 4 v jádře a 

v nukleoplazmě.  

Za fyziologických podmínek se účastní vývoje urogenitálního traktu. Původně 

byl WT-1 popisován jako tumor supresorový protein (Gessler et al. 1992), nicméně jeho 

aktivita je za některých podmínek spojena s onkogenezí. Svou roli hraje u onemocnění 

jako je Frasierův syndrom, Denys-Drashův syndrom, nefrotický syndrom, Meachamův 

syndrom, mesoteliom nebo Wilmsův tumor postihující děti. Jeho nadměrná produkce 

byla také detekována u řady jiných solidních nádorů a hematologických onemocnění 

(Van Driessche et al. 2012). 

WT-1 je také nadměrně produkován u pacientů s CML (Van Driessche et al. 

2012) a jeho exprese má vliv na proliferační potenciál leukemických buněk (Inoue et al. 

1997). Vysoká produkce proteinu WT-1 je spojena s vyšším rizikem vzniku nemoci 

(Osaka et al. 1997). Mnohé studie potvrdily odpověď buněk T k proteinu WT-1 u 

pacientů s leukemií (Yong et al. 2008; Bellantuono et al. 2002; Gannagé et al. 2005). 

V některých studiích bylo k imunoterapii CML použito peptidu odvozeného od WT-1 

společně s adjuvans Montanide ISA-51, nebo Montanide ISA-51 v kombinaci s GM-

CSF; výsledkem bylo snížení počtu transkriptů bcr-abl a wt-1 (Narita et al. 2010; 

Rezvani et al. 2008). 

  

NE (neutrofilní elastáza) 

 Neutrofilní elastáza patří do rodiny serinových proteáz. Gen pro NE je nazýván 

ela2 nebo elane a je lokalizován na chromozomu 19. Molekulová hmotnost proteinu je 

v rozmezí 29-33 kDa. Je produkován především neutrofily a monocyty. Protein je 

lokalizován v azurofilních granulech neutrofilů, v jaderném obalu, na povrchu 

neutrofilů  a v síti extracelulárních vláken, které vážou patogeny. Ta se označuje jako 

NETs (neutrophil extracellular traps). Poprvé byla elastáza identifikována v 60. létech 

20. století skupinou Janoffa a Scherera (Janoff and Scherer 1968). Svůj název elastáza 

dostala podle substrátu, na který enzym působí: jde o uvolňování rozpustných peptidů 

z nerozpustného elastinu. 
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 Syntéza NE je regulována na transkripční úrovni faktory C/EBPα, PU.1, CBF,  

c-Myb a Sp1 (Ward et al. 2000) během vývoje granulocytů a potom na posttranslační 

úrovni před vznikem zralých, proteolyticky aktivních azurofilních granul (Korkmaz et 

al. 2010).  

 NE jako komponenta neutrofilních granul se účastní především ničení 

intracelulárních a extracelulárních patogenů neoxidativní cestou. Mezi další biologické 

funkce patří degradace extracelulární matrix, zánětlivých mediátorů a receptorů a 

indukce cytokinů a chemokinů. Optimální pH pro aktivitu enzymu je v rozmezí 8,0-8,5. 

NE hraje klíčovou roli také u některých patologických stavů, jako jsou zánětlivá 

onemocnění, vrozená neutropenie, granulocytární onemocnění charakteristické nízkou 

hladinou neutrofilů, a syndromu Papillon-Lefevre, dědičné hyperkeratoze dlaní a 

chodidel spojené s těžkou parodontitidou. 

V souvislosti s nádorovými onemocněními byl popsán její význam i u CML. NE je 

u pacientů s CML nadměrně produkována buňkami CD34+ (Fujiwara et al. 2005). Jsou 

určité důkazy o jejím vlivu na vznik a progresi nemoci. Nadměrná produkce NE 

inhibuje řadu růstových faktorů a tím dává růstovou výhodu pro buňky CML, které jsou 

na nich méně závislé (Ouriaghli et al. 2003). Byla pozorována také indukce buněk T, 

které měly cytotoxický účinek pouze na leukemické myeloidní progenitory (Fujiwara et 

al. 2005). Na základě výsledků testování odpovědi prostředkované buňkami CD4+ a 

CD8+ byla NE zařazena mezi významné LAA (Fujiwara et al. 2005). 

 

Pr-3 (proteináza 3) 

 Pr-3 stejně jako NE patří do rodiny chymotrypsinových serinových proteáz. Gen 

prtn3 pro Pr-3 leží na chromozomu 19.  Molekulová hmotnost enzymu je v rozmezí 29-

32 kDa. Je produkován především neutrofily, monocyty a bazofilními buňkami. 

Nachází se v azurofilních granulech, sekretorních váčcích, na povrchu aktivovaných 

neutrofilů a NETs. Myeloblastin, jak byla původně Pr-3 označována, byl původně 

popsán u emfyzému skupinou Baggioliniho (Baggiolini et al. 1978). Název Pr-3 se 

začal užívat při jejím zkoumání v buňkách HL-60 (Bories et al. 1989). 

Pr-3 je regulována během vývoje granulocytů podobně jako NE (Korkmaz et al. 

2010). 
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 Hlavními fyziologickými funkcemi Pr-3  jsou degradace extracelulární matrix 

(ECM), zánětlivých mediátorů a receptorů, indukce apoptózy endoteliálních buněk a 

regulace granulopoezy. Optimální pH pro její aktivitu je 8.0. 

 V patofyziologii je její aktivita popsána u zánětlivých onemocnění, syndromu 

Papillon-Lefevre a Wegenerově granulomatoze. Právě při Wegenerově granulomatoze 

je Pr-3 cílem autoimunní reakce.  

 Pr-3 je nadměrně produkována u některých onkohematologických onemocnění 

jako je AML a CML a to převážně v jejich progenitorech (Goulmy 1997). Pr-3 zvyšuje 

proliferaci buněk cestou přímé proteolýzy proteinu CDKI p21 
waf1/cip1

(inhibitor cyklin-

dependentní kinázy), který je inhibitorem přechodu buněčného cyklu z G1 fáze do 

S fáze (Witko-Sarsat et al. 2002). Zvýšená exprese mRNA pro Pr-3, byla detekována u 

pacientů s CML ve fázi akcelerace a v blastické krizi (Schmitt et al. 2006). Velmi silná 

specifická reakce zprostředkovaná buňkami CD4+ a CD8+  byla zjištěna po vakcinaci 

peptidy (Pr-1, Pr-7) odvozenými ze sekvence proteinu Pr-3 (Gannagé et al. 2005; el-

Shami and Smith 2008; Fujiwara et al. 2005; Barrett and Rezvani 2006). Výsledky 

zmíněných studií řadí Pr-3 mezi významné kandidáty pro imunoterapii u pacientů 

s CML. 

  

Cathepsin G 

 Stejně jako dva předchozí proteiny patří cathepsin G do superrodiny serinových 

proteáz. Gen ctsg pro cathepsin G je lokalizován na chromozomu 14. Protein má 

molekulovou hmotnost 28,5 kDa. Hlavními producenty jsou neutrofily, monocyty a 

mastocyty.  Nachází se v azurofilních granulech, na povrchu neutrofilů po primingu a 

na NETs. Enzymatická aktivita proteinu byla poprvé popsána  Dewaldem a Rindler-

Ludwigou (Dewald et al. 1975; Rindler-Ludwig and Braunsteiner 1975; Korkmaz et al. 

2010).  

 Jeho hlavní funkcí je za fyziologických podmínek degradace ECM, zánětlivých 

mediátorů a receptorů a aktivace krevních destiček. Optimální pH pro jeho aktivitu 

je 7,5.  

 Stejně jako NE a PR-3 se účástní patologických procesů u zánětlivých 

onemocnění a u syndromu Papillon–Lefevre. 
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 Cathepsin G byl popsán jako kandidátní protein (LAA) pro imunoterapii 

myeloidní i lymfoidní formy leukemie (Fujiwara et al. 2005). Peptid FLLPTGAEA 

odvozený od cathepsinu G byl detekován na povrchu CD34+ CML blastů 

(Papadopoulos et al. 1997). Ve studii pacientů s AML byla testována série pěti peptidů 

(CG1-CG5) odvozených od cathepsinu G a byla pozorována indukce specificky 

reagujících lymfocytů. V blastech pacientů s AML je silná nadprodukce cathepsinu G. 

Nebyl však lokalizován v granulech, ale v buněčných komponentách účastnících se 

prezentace antigenů. Skupina Alatrashe popsala specifickou reakci aktivovaných CTL, 

které atakovaly primární AML buňky, ale nikoli zdravou kostní dřeň. (Zhang et al. 

2013). Specifickou imunizací proti cathepsinu G by pravděpodobně mohlo být také 

zasaženo mikroprostředí nádoru. V experimentálním modelu nádoru prsu byl pozorován 

účinek cathepsinu G na zvýšenou produkci  VEGF a MCP-1, tj. proteinů, které se 

podílejí na  neoangiogenezi (Wilson et al. 2010) a rovněž na interakci nádoru 

s nádorovým stromatem s následnou metastatickou aktivitou nádorových buněk (Wilson 

et al. 2009). 

  

CAIX/G250 

 Carbonic anhydrasa IX (CAIX)/G250 patří mezi TAA. Western blotem lze 

detekovat dvě izoformy a to transmembránový protein o velikosti 54/58 kDa a 

rozpustný protein o velikosti 50/54 kDa (Zavada et al. 2003). Transmembránový protein 

se skládá z extracelulární proteoglykanové části (PG) a z katalytické domény, která je 

ukotvena v plazmatické membráně. První izoformu lze detekovat v žaludeční mukoze a 

v některých nádorech, druhá forma je detekovatelná v buňkách tkáňových kultur a 

v tělesných tekutinách (Zavada et al. 2003). Poprvé byla identifikována jako protein 

nazvaný MN v HeLa buňkách,  její přítomnost byla detekována v přerostlých tkáňových 

kulturách a v buňkách infikovaných quasi-virovým faktorem MaTu (Pastorekova et al. 

1992). Gen caIX je upregulován transkripčním faktorem HIF-1α (hypoxia inducible 

factor 1α). CAIX patří do rodiny karbonických-anhydráz, která zahrhuje celkem 

14 izoenzymů. Katalyzuje reakci H2O + CO2 ↔ H
+
 +  HCO3

-
, která je v buňkách velmi 

častá. CAIX se podílí na regulaci pH v plazmatické membráně a přispívá k acidifikaci 

extracelulárního mikroprostředí při hypoxii (Takacova et al. 2007).   
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 CAIX byla detekována i u solidních nádorů. Kromě fyziologické funkce, hraje 

CAIX roli v onkogenezi a při nádorové progresi (Lam JS et al. 2005). Produkce 

proteinu nádory je špatným prognostickým znamením (Chia et al. 2001). Obecně 

nádory, které vykazují markery hypoxie, se vyznačují zvýšenou agresivitou. Hypoxie 

vede k acidóze a nedostatku nutričních substrátů, což indukuje vývoj promigračních a 

proinvazivních buněčných fenotypů (Chiche et al. 2010). Také katalytická aktivita 

CAIX posiluje buněčnou migraci přímou interakcí s dihydrogen-uhličitanovými 

transportery v lamellopodiích (Svastova et al. 2012) a tím podporuje migrační potenciál 

nádorových buněk. 

 Tím, že se CAIX se za fyziologických podmínek produkuje pouze v epiteliálních 

buňkách žaludku, v tenkém střevě a žlučníku (Pastorekova et al. 1997), se stává 

možným cílem  protinádorové imunoterapie. Produkce CAIX byla detekována i u 

pacientů s CML (Schmitt et al. 2006). Enzym je zařazen mezi významné LAA (Schmitt 

et al. 2006; Greiner et al. 2008). 

 

SPAG9 (Sperm associated antigen 9) 

 SPAG9 se řadí mezi cancer-testis antigeny. Jeho gen je lokalizován na 

chromozomu 17. V důsledku sestřihu transkriptu vznikají tři varianty proteinu o 

molekulové hmotnosti 145 kDa, 53 kDa a 14kDa. SPAG9 byl dříve označován jako 

protein JIP4, tento název získal na základě strukturální homologie se scaffoldovým 

proteinem JIP3 (Morrison and Davis 2003). 

 Fyziologicky se SPAG9 produkuje v haploidních spermatoidních buňkách 

během spermatogeneze (Shankar et al. 1998). Protein interreaguje s MAPK kinázovými 

proteiny JNK2 a JNK3, méně pak s JNK1. Nebyla pozorována jeho vazba na 

p38αMAPK nebo ERK (Jagadish et al. 2005). Kromě spermatoidních buněk byl SPAG9 

detekován i v nádorech vaječníků (Garg et al. 2007), nádorech prsu (Kanojia et al. 

2009), renálních karcinomech (Garg et al. 2008), v cervikálních karcinomech (Garg et 

al. 2009a) a nádorech štítné žlázy (Garg et al. 2009b). Byl také popsán u 

hematologických malignit, a to u AML a CML (Guinn et al. 2005; Kanojia et al. 2010). 

U 88 % pacientů s CML byla detekována mRNA pro SPAG9 (Kanojia et al. 2010). 

SPAG9 indukuje u pacientů také humorální imunitní odpověď. Byla prokázána 
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u pacientů s nádory vaječníků (67 %), nádory prsu (80 %), cervikálním 

karcinomem (80 %), renálním karcinomem (77 %) a kolorektálním karcinomem 

(74 % resp.) shrnuto v (Suri et al. 2012). Protilátková odpověď byla detekována také u 

obou typů výše zmíněných leukemií (Guinn et al. 2005; Kanojia et al. 2010). U pacientů 

s CML byla zjištěna v 88 %. Z uváděných pozorování lze vyvodit, že SPAG9 je 

slibným terapeutickým cílem pro vývoj imunoterapie zaměřené proti CML. 

 

TERT 

 TERT (telomeráza reverzní transkriptáza) je katalytickou podjednotkou enzymu 

telomerázy, který tvoří s  RNA, sloužící jako templát, a s asociovaným proteinem TP-1 

tzv. telomerázový komplex. TERT se skládá z 1132 aminokyselin, její molekulová 

hmotnost je 124 kDa. Gen pro TERT je lokalizován na chromozomu 5. Enzym 

katalyzuje připojování nukleotidů na koncích telomér. Teloméry jsou tvořeny repetitivní 

DNA ležící na koncích chromozomů. U eukaryotních organismů slouží jako ochrana 

před genovou nestabilitou.  

Za fyziologických podmínek buňky neprodukují telomerázu (Kim et al. 1994) a 

ztrácí část telomer při každém buněčném dělení. Degradace TERT vede ke zkracování 

telomer, buněčnému stárnutí a apoptóze. U nádorových buněk dochází ke ztrátě telomer, 

aberantní mitotické separaci chromozomů a aneuploidii. Kromě ztráty telomer bylo u 

nádorových buněk pozorováno také jejich prodlužování (Zhou 2011). V normálních 

buňkách je TERT lokalizována v jadérku a v nukleoplazmě, v nádorových buňkách je 

distribuován převážně jen v nukleoplazmě (Blackburn 2005). Na TERT se může vázat 

PinX1, který byl identifikován jako inhibitor telomerázové aktivity (Zhou 2011). PinX1 

byl označen jako tumor supressor, který je redukován v nádorových buňkách (Zhou 

2011). Kromě katalytické aktivity TERT ovlivňuje expresi dalších 300 genů, které 

zahrnují i ty, které se podílejí na regulaci buněčného cyklu, proliferaci a diferenciaci 

(Majerska et al. 2011).  

 Nadměrná produkce TERT v nádorových buňkách a nízká produkce v 

normálních tkáních řadí tento protein mezi nadějné cíle nádorové imunoterapie. První 

imunogenní peptid byl testován u pacientů s melanomem (Vonderheide et al. 1999). 

Pozitivně bylo testováno celkem 26 antigenních peptidů odvozených od TERT, souhrn 
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všech studií byl publikován v přehledovém článku (Liu et al. 2010). Z dosavadních 

výsledků vyplývá, že TERT je významným TAA, díky epitopům jak MHC I. třídy tak i 

MHC II. třídy, které indukují protinádorovou odpověď zprostředkovanou buňkami 

CD8+ i CD4+. Nadměrná produkce TERT byla pozorována i v případě CML (Campbell 

et al. 2006). Produkce TERT byla testována u pacientů s CML ve všech fázích nemoci a 

zvýšená telomerázová aktivita byla vždy spojena s progresí nemoci (Keller et al. 2009; 

Varma et al. 2011). 

 

Hsp70 

 Heat shock protein 70 (Hsp70) je protein o velikosti 70 kDa a jeho gen leží na 

chromozomu 3. Patří mezi chaperony, které jsou buňkou produkovány jako odpověď na 

stres. Hsp70 se váže na cílové proteiny, čímž je stabilizuje, aby nedenaturovaly nebo 

neagregovaly, dokud nedojde ke zlepšení podmínek. Kromě stresu se Hsp70 uplatňuje i 

při normálních fyziologických procesech a buněčné proliferaci. Účastní se syntézy 

nových proteinů, zajišťuje subcelulární transport proteinů, formování a disociaci 

komplexů (Evans et al. 2010).  

Vysoká exprese Hsp70 byla popsána u solidních nádorů a také u leukemie 

(Nylandsted 2009). Nadprodukce Hsp70 u nádorových buněk vede k přímé inhibici 

apoptózy tím, že blokuje aktivaci prokaspázy 9 změnou její konformace. Interaguje 

rovněž s endoplazmatickým retikulem tak, že spouští kaskádu dějů, jež zabrání 

apoptóze (Mosser and Morimoto 2004; Evans et al. 2010). Jeho inhibicí dochází ke 

snížení životaschopnosti nádorových buněk a ke snížení jejich proliferace (Goloudina et 

al. 2012; Jego et al. 2013). Nadměrná tvorba Hsp70 nejspíše také vede ke snížení 

aktivace signálních drah Erk, NK-κB a JNK a tím ke zvýšení rezistence 

k chemoterapeutikům (Gabai et al. 2005). Kromě vývoje inhibitorů Hsp70 

v protinádorových léčivech, byl protein využit i při přípravě experimentální vakcíny 

proti CML (Li et al. 2005). 
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PRAME 

 PRAME (preferentially expressed antigen in melanoma) patří do skupiny 

cancer-testis antigenů. Jeho gen leží na chromozomu 22. Alternativním sestřihem může 

vzniknout až 15 sestřihových variant PRAME. Western blotem byly detekovány 

proteiny o velikosti 58 (Quintarelli et al. 2008), 75 a 33kDa (Proto-Siqueira et al. 2006). 

Kromě proteinu PRAME se produkují i proteiny PRAME-like, které se vyznačují 

vysokou homologií k proteinové rodině PRAME. V lidském genomu je obsaženo 

22 genů pro PRAME-like a 10 pseudogenů (Birtle et al. 2005); o vzájemných 

interakcích mezi proteiny PRAME-like a PRAME  nejsou informace.   

 PRAME patří do rodiny proteinů LRR (leucin rich repeat) (Kajava 1998), které 

se uplatňují při imunitě zprostředkované buňkami a při transdukci signálů.  Je také 

pravděpodobně intracelulárním senzorem pro tzv. PAMP (pathogen associated 

molecular particles) a pro molekuly spojené se zánětem doprovázejícím nádory 

(Wadelin et al. 2010). Jeho funkce se uplatňují na úrovni jádra i cytozolu.  

Další funkcí proteinu PRAME je potlačení signální dráhy kyseliny retinové  

(RA) a to interakcí s jejím receptorem (RAR) (Epping et al. 2005). Kyselina retinová se 

fyziologicky váže na RAR a indukuje transkripci několika cílových genů, jejichž 

produkty napomáhají diferenciaci buněk a zpomalení buněčného cyklu. Ztráta této osy 

je pro nádorové buňky velmi výhodná (Altucci and Gronemeyer 2001).  

Produkce PRAME byla detekována u melanomu, nádorů prsu, ledvin, hlavy a 

krku, plic, Hodgkinova lymfomu, sarkomů, meduloblastomů, Wilmsova tumoru a také u 

lymfoidní a myeloidní leukemie (De Carvalho et al. 2013).  Rovněž byl popsán jeho 

inhibiční vliv na regulaci TRAILu u pacientů s CML (De Carvalho et al. 2011). TRAIL 

indukuje u nádorových buněk specifickou pro-apoptotickou aktivitu, interakce PRAME 

s RAR pravděpodobně snižuje jeho produkci.  Zvýšené počty transkriptů mRNA pro 

PRAME byly pozorovány u pacientů s CML ve fázi akcelerace a v blastické krizi 

(Schmitt et al. 2006). 

PRAME obsahuje epitopy, které indukují buněčnou imunitní odpověď u 

pacientů s nádory (Ikeda et al. 1997). Silná imunitní odpověď byla popsána u pacientů s 

AML (Greiner et al. 2006), CML (Griffioen et al. 2006; Schmitt et al. 2006) a ALL 

(Rezvani et al. 2009).  
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ARK-1/Aurka 

 Aurka (ARK-1 či serine/threonine kinase 15-STK15) je protein o velikosti 403 

aminokyselin a jeho gen je lokalizován na chromozomu 20.  Hlavní funkcí je regulace 

vzniku centrozom. Hraje roli při mitóze, ovlivňuje vznik a funkci bipolárního tělíska a 

účastní se cytokineze.  

Nadměrná produkce ARK-1 byla zprvu zjištěna u solidních nádorů jako jsou 

nádory prostaty, prsu, vaječníků, střeva, neuroblastom a cervikální karcinom (Bischoff 

et al. 1998; Zhou et al. 1998). Dráhy, které jsou zvýšeně aktivovány v nádorových 

buňkách ERK, STAT5, GATA3 nebo HIF-1α (Karthigeyan et al. 2011), regulují 

transkripci ARK-1. Při neoplastické transformaci dochází k interakci ARK-1 s proteiny, 

které brání její degradaci. Při neoplastické transformaci dochází k amplifikaci genu pro 

ARK-1, která je spojena se vznikem mnohočetných centrozom a multipolárních tělísek, 

vznikem aneuploidie, zvýšenou rezistencí k apoptóze a ke snížení aktivity mechanismů, 

které kontrolují  buněčný cyklus (Meraldi et al. 2002; Nikonova et al. 2013). Zvýšená 

exprese ARK-1 je detekovatelná v nádorových buňkách ve všech stádiích buněčného 

cyklu (Nikonova et al. 2013). Nadměrná produkce proteinu také ovlivňuje aktivitu 

některých transkripčních faktorů, jako je NF-κB, které napomáhají růstu nádoru a 

přežívání nádorových buněk (Briassouli et al. 2007). Amplifikace mRNA byla také 

popsána u onkohematologických onemocnění jako jsou nehodgkinovské lymfomy 

(Hamada et al. 2003; Camacho et al. 2006), AML (Ikezoe et al. 2007; Huang et al. 

2008), v primárních blastech  a liniích odvozených od AML (Walsby et al. 2008) a také 

v izolovaných buňkách pacientů s CML (Ochi et al. 2009). Podařilo se identifikovat 

antigenní nonapeptid odvozený od ARK-1 (Ochi et al. 2009). 

 

CML66 

 Protein CML66 se skládá z 583 aminokyselin a jeho molekulová hmotnost je 66 

kDa. Jeho gen je lokalizován na chromozomu 8. Funkce proteinu je dosud neznámá. Za 

běžných fyziologických podmínek byla detekována slabá exprese mRNA v tkáních 

varlat a srdce (Yang et al. 2001). Vysoká exprese mRNA pro CML66 byla pozorována 

u AML, CML a také u solidních nádorů plic a prostaty (Yang et al. 2001; Wu et al. 

2005). Pomocí kvantitativní reverzní PCR byla detekována v mononukleárních buňkách 
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pacientů s CML (PBMC) 1,5 krát vyšší exprese než u zdravých osob (Yang et al. 2001). 

Ve stejné práci byla také popsána humorální imunitní odpověď k CML66. Buněčná 

imunitní odpověd byla testována skupinou Yasukawiho. Podařilo se jim ověřit 

funkčnost navrženého epitopu proteinu CML66 (Suemori et al. 2008). 

 

Adipofillin (ADRP) 

 Adipofillin, označovaný též jako perilipin 2 (PLIN2) nebo jako adipose 

differentiation-related protein (ADRP) patří mezi lipidová tělíska (adiposomy). Lidský 

gen pro adipofillin označovaný jako (adph) leží na chromozomu 9. Adph patří do rodiny 

genů obsahující doménu PAT. Jedná se o konzervovanou sekvenci na N-terminálním 

konci, kterou adph sdílí s geny pro perilipin (PLIN) a Tip47. Mezi proteiny, které tyto 

geny kódují, je vysoká homologie v místě NH2 konce v tzv. PAT-1 doméně. Homologie 

mezi PLIN a ADRP  je 40 % a mezi TIP47 a ADRP   65 %. Homologie jsou menší 

v PAT-2 doméně (20 % resp. 40 %).  Přesná funkce PAT domén není známa, ale 

pravděpodobně jsou cílené na jiná lipidová tělíska (McManaman et al. 2003). 

Adipofillin se produkuje v lipidových tkáních, játrech v plicích, svalech, v mléčné žláze 

a makrofázích, jejichž prostřednictvím se významně uplatňuje při rozvoji aterosklerózy. 

 Dříve publikované práce popisují aktivaci lipidových drah u některých 

nádorových buněk (Ostler et al. 2010; Straub et al. 2010). Je zřejmé, že neoplastické 

buňky potřebují syntetizovat metabolity včetně lipidů pro svou rychlou proliferaci a 

aktivovat i jiné mechanismy než je anaerobní glykolýza popisována v literatuře jako 

Warburgův efekt (Warburg 1956). V patologické akumulaci lipidů včetně adipofillinu 

byl prokázán vliv hypoxie, při níž HIF-2 (hypoxia-inducible protein 2) a HIF-1α 

nepřímo ovlivňují katabolismus mastných kyselin a tím zvyšují množství lipidových 

depot (Gimm et al. 2010). Zvýšená syntéza mastných kyselin a také zvýšená glykolýza 

byla popsána u Burkittova lymfomu (Bhatt et al. 2012). Buňky Burkittova lymfomu, 

v nichž byla prokázána zvýšená akumulace lipidových vakuol, pozitivně reagovaly s 

monoklonální protilátkou proti adipofillinu (Ambrosio et al. 2012). Produkce 

adipofillinu byla také prokázána u některých nádorových linií včetně linie K562 

odvozené od pacienta s CML (Schmidt et al. 2004), a to v množství podstatně vyšším, 

než se zjišťuje v buňkách s normální fyziologickou funkcí v uvedených tkáních. 



 

 

42 

Podařilo se identifikovat T-epitop ADRP (Schmidt et al. 2004), který se tak stává 

zajímavým kandidátem pro protinádorové vakcíny. 

 

Survivin 

 Survivin je nadměrně produkován u většiny nádorových onemocnění, nikoli 

však v normálních diferenciovaných tkáních, s výjimkou thymocytů, CD34+ 

kmenových buněk a bazálních střevních epiteliálních buněk (Ambrosini et al. 1997). 

Defekt v signální kaskádě apoptózy je obvyklým jevem u většiny nádorových tkání. 

Survivin je zařazen mezi skupinu inhibitorů apoptózy (IAP) a má výrazný vliv na 

inhibici apoptózy a regulaci mitózy (Altieri 2003). Je nejmenším známým inhibitorem 

apoptózy. Jeho gen leží na chromozomu 17.  Protein se skládá ze 142 aminokyselin 

s jednou doménou označovanou jako BIR (Baculovirusi  inhibitor of apoptosis protein 

repeat) (Ambrosini et al. 1997; Ambrosini et al. 1998). Doména BIR je strukturální 

motiv v proteinech, které hrají roli v apoptóze, v produkci cytokinů a v segregaci 

chromozomů (Silke and Vaux 2001). V mitóze v G2-M fázi hraje roli jeho interakce 

s dělicím vřeténkem a zasahuje do jednotlivých fází dělení (Yang et al. 2004; Li et al. 

1998). Protekce nádorových buněk survivinem je pravděpodobně založena na utlumení 

mitochondriální apoptické kaskády zabráněním aktivaci kaspázy 9 (LaCasse et al. 1998; 

Salvesen and Duckett 2002). Některá data naznačují, že kromě vlivu na mitózu a 

signální kaskádu apoptózy, má survivin vliv i na proliferaci nádorových buněk a jejich 

životnost tím, že stabilizuje vlákna dělícího vřeténka, která se tím stávají odolnými vůči 

mikrotubulovým toxinům (Giodini et al. 2002).   

Byla pozorována amplifikace lokusu pro survivin u neuroblastomu (Islam et al. 

2000), demetylace exonu 1 genu pro survivin u nádorů vaječníku (Hattori et al. 2001) a 

zvýšená exprese genu pro survivin u pacientů s CML (Hernández-Boluda et al. 2005). 

Specifická imunitní odpověd CD8+ T buněk proti survivinu byla popsána u pacientů 

s mnohočetným myelomem (Grube et al. 2007) a s leukemií (Siegel et al. 2004). 
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Nm23-H2 

 Non-metastasis protein 23 (Nm23) byl poprvé popsán u buněk melanomu (Steeg 

et al. 1988) jako faktor redukující metastazující aktivitu. Produkce Nm23 byla 

prokázána u širokého spektra nádorových onemocnění. U melanomů a nádoru prsů je 

zvýšená hladina mRNA spojena se sníženou schopností nádorů metastazovat a tím s 

lepší prognózou. Na druhé straně se zvýšená hladina transkriptů nm23 zjistila u nádorů 

prostaty, neuroblastomu a non-Hodgkinova lymfomu. Je spojována s progresí 

onemocnění (Aryee et al. 1996; Hartsough and Steeg 2000; van Noesel and Versteeg 

2004).  Jsou známy 4 typy lidských genů nm23, a to nm23-H1, nm23-H2, dr-nm23 a 

nm23-H4 (Okabe-Kado et al. 1998). Proteiny Nm23-H1 a Nm23-H2 vykazují 88% 

homologii v sekvenci aminokyselin a oba jejich geny jsou lokalizovány na 

chromozomu 17 (Stahl et al. 1991; Chandrasekharappa et al. 1993). Proteiny Nm23 se 

 podílejí na buněčné proliferaci, motilitě a buněčném vývoji (Delarosa et al. 1995). 

Nm23-H2 je identický s NDP (nukleosid difosfát) kinázou-B, která katalyzuje 

fosforylaci nukleosid difosfátu (Delarosa et al. 1995). NDP kináza je ubiquiterní enzym 

katalyzující přenos fosfátu z ATP na NDP (Biggs et al. 1990). Nm23-H2 byl také 

popsán jako transkripční faktor PuF genu c-myc (Postel et al. 1993). Předpokládá se, že 

touto transaktivací Nm23-H2 ovlivňuje buněčnou proliferaci a diferenciaci.  

Skupina Niederwiesera poprvé identifikovala imunogenní peptid odvozený 

z Nm23-H2 v buňkách pacienta s CML (Tschiedel et al. 2008). Stejná skupina 

prokázala, že posttranslační modifikace Nm23-H2 je specifikým jevem u CML a je 

spojena s aktivitou fúzního proteinu Bcr-Abl. V 96,7 % vzorků mononukleárních buněk 

pacientů s diagnózou CML a u 100 % vzorků PBMC pacientů rezistentních na imatinib 

byla detekovaná zvýšená produkce Nm23-H2 v cytoplazmě bez zvýšení mRNA. 

Zvýšení produkce proteinu bylo omezeno pouze na buněčné populace pozitivní na Bcr-

Abl (Tschiedel et al. 2012). 
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Nádorová angiogeneze 

 Tvorba nových cév probíhá dvěma různými  procesy. Prvním je vaskulogeneze. 

Označujeme tak tvorbu sítě cév během embryogeneze. Vaskulogeneze i embryonální 

hematopoeza jsou aktivovány v mezodermu. Jsou výsledkem aktivace buněk, které se 

diferenciovaly ze společného prekurzoru hemangioblastu. Druhou cestou vzniku cév je 

angiogeneze. Během ní se nové cévy tvoří z již existujících cév. Tento pochod se 

uplatňuje jak v embryogenezi, tak v dospělosti. Obou těchto procesů se účastní 

endotelové buňky, které proliferují, migrují a vzájemně na sebe nasedají a formují 

novou cévu. Finálním procesem je arteriogeneze, kdy kanál vytvořený endoteliálními 

buňkami je pokryt pericyty a hladkým svalstvem. Za fyziologických podmínek se 

angiogeneze uplatňuje při hojení ran a během ženského/samičího reprodukčního cyklu. 

Za patologických podmínek přispívá k progresi mnoha onemocnění včetně 

neoplastických. U nádorových onemocnění hraje angiogeneze klíčovou roli při růstu 

nádoru, invazi a metastazování nádorových buněk. Mikroskopická populace maligních 

nádorových buněk je zpočátku zásobována kyslíkem a živinami z přilehlých kapilár. 

Jakmile velikost nádorového útvaru přesáhne velikost 2-3 mm
3
, dojde v nádoru 

k biologickým procesům vedoucím k proangiogennímu buněčnému fenotypu (Folkman 

1995). Angiogeneze se stala významným cílem intervencí u pacientů s různými typy 

nádorů. Kromě nádorových onemocnění se tento proces také uplatňuje u patologických 

stavů, jako jsou chronické záněty, lupénka a mnohé další. Naopak nedostatečná 

angiogeneze byla pozorována např. u ischemické choroby srdeční, Alzheimerovy 

nemoci, diabetické neuropatie, osteoporózy a mnohých dalších.  

 Hlavním iniciátorem procesu angiogeneze je hypoxie. Při ní na základě snížení 

parciálního tlaku O2 ve tkáni či v prostředí nádoru dochází k expresi HIF-1α (hypoxia 

inducible faktor-1α). HIF-1α je transkripčním faktorem. Stabilizuje hypoxickou buňku 

aktivací mnohých genů. Mezi ně patří i gen pro VEGF, který je klíčovým v procesu 

angiogeneze. VEGF spouští pro-angiogenní signál přes tyrosin-kinázový receptor 

VEGFR-2, který je lokalizován na povrchu endotelových buněk. Angiogeneze je velmi 

složitý komplexní proces, do něhož zasahuje několik desítek substancí, které lze rozdělit 

na aktivátory a inhibitory angiogeneze. 
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Angiogeneze u leukemie 

 V minulosti byla opomíjena možnost, že by kostní dřeň a lymfatické tkáně 

mohly nějakým způsobem přispívat k patogenezi onkohematologických onemocnění. 

Dnes se ví, že vaskularizace kostní dřeně je velmi důležitý proces v jejich patogenezi. 

Např. vaskulární niky, které jsou tvořeny pericyty a buňkami hladkého svalstva, 

podporují proliferaci a diferenciaci hematopoetických progenitorů (Konopleva et al. 

2009). Ty se po opuštění osteoblastické niky usadí nejprve ve vaskulární nice. Teprve 

potom dojde k jejich uvolnění do krevního řečiště. Vaskulární niky se uplatňují i 

v patogenezi CML. Podobně jako HSCs vznikají leukemické kmenové buňky, které 

mají vlastnosti typických kmenových buněk (Holyoake et al. 2002). Ty se po opuštění 

osteoblastické niky dostávají do vaskulární niky a následně pak putují do krevního 

oběhu (Konopleva et al. 2009). K přežívání a proliferaci leukemických buněk ve 

vaskulární nice příspívá několik cytokinů jako G-CSF, GM-CSF, VEGF a IL-6 

(Hatfield et al. 2006). Schéma zásobení kostní dřeně a mikrovaskularizace v ní lze 

pozorovat v Obr.5. 

 

 

 

 

Obr.5: A) Schéma cévního zásobení kostní dřeně. B) Fotografie mikrovaskularizace 

kostní dřeně. (Schmidt and Carmeliet 2011) 

 

  

Markerem angiogeneze u hematologických onemocnění je zvýšení vaskulární 

denzity v kostní dřeni, která byla pozorována také u leukemie (Zhelyazkova et al. 2008; 

Korkolopoulou et al. 2003). Angiogeneze je aktivována infiltrací leukemických buněk v 
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kostní dřeni; to se týká i CML (Lundberg et al. 2000). Zvýšená vaskulární denzita je 

nezávislým prognostickým parametrem u pacientů s CML (Korkolopoulou et al. 2003) 

a zvýšená hladina VEGF je markerem špatné prognózy (Li et al. 2008). TKA proteinu 

Bcr-Abl zvyšuje expresi VEGF (Mayerhofer et al. 2002). V současné době není 

podrobně znám molekulární mechanismus aktivace angiogeneze u CML, avšak byla 

popsána řada faktorů, které se  aktivace angiogeneze u CML účastní. Kromě výše 

uvedeného VEGF, jsou mezi nimi angiopoetin-2, VEGFR-1, VEGFR-2, BFGF, IL-6, 

IL-8, TNF-α, angiogenin a další (Dong et al. 2007; He et al. 2008).  

 K současné léčbě CML patří i intervence proti nádorovému mikroprostředí 

kostní dřeně, protože - jak bylo již uvedeno, kostní dřeň hraje významnou roli v růstu a 

proliferaci leukemických buněk, ale také se účastní procesů, které vedou ke vzniku 

rezistence k ITK (Schmidt and Carmeliet 2011). 

 

Endostatin (ES) 

 Objev endostatinu v roce 1997 byl důležitým přínosem pro studium 

angiogeneze. Myší ES byl izolován z buněk EOMA (OReilly et al. 1997). Následně byl 

popsán lidský ES (Standker et al. 1997). Poprvé tak bylo prokázáno, že proteiny ECM 

(extracelulární matrix) se zapojují do regulace angiogeneze (OReilly et al. 1997). 

Kromě endostatinu i jiné proteolytické fragmenty ECM a bazálních cévních membrán 

hrají důležitou roli jako inhibitory angiogeneze in vivo (Nyberg et al. 2005).  

 ES je fragment  C- konce  (NC-1 domény) kolagenu XVIII. Skládá se z 183-184 

aminokyselin a jeho molekulová hmotnost je kolem 20 kDa. Kolagen XVIII obsahuje tři 

polypeptidové řetězce s třemi NC-1-doménami, takže z jedné molekuly kolagenu XVIII 

mohou vzniknout tři molekuly ES. 

 ES inhibuje proliferaci a migraci endotelových buněk a formování cév.  Jeho 

inhibiční aktivita je důsledkem jeho vazby na mnohé receptory např. na integrin α5β1 

(Sudhakar et al. 2003), heparin (Dixelius et al. 2000), všechny typy heparan-sulfát-

proteoglykanů (Sasaki et al. 1999) a vysokoafinitní receptor na povrchu endoteliálních 

buněk (Karumanchi et al. 2001). Buněčná signalizace aktivovaná ES v endoteliálních 

buňkách vede k blokádě VEGF/VEGFR (Hajitou et al. 2002; Kim et al. 2002), inhibici 

metalloproteináz (Kim et al. 2000) a také ke snížené produkci c-Myc a cyklinu D1 
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(Hanai et al. 2002; Shirichi and Hirata 2001). Signální kaskády aktivované ES jsou 

schématicky znázorněny na Obr.6. 

 Na zvířecím modelu byla prokázána schopnost rekombinatního ES efektivně 

inhibovat angiogenezi, růst nádoru a jeho metastazování (OReilly et al. 1997; 

Ramchandran et al. 2002; Hahnfeldt et al. 1999) a to bez vedlejších účinků, toxicity 

nebo vzniku rezistence (Boehm et al. 1997). Byl také testován s pozitivním výsledkem u 

pacientů se solidními nádory (Herbst et al. 2002). 

 

 

 

 

Obr.6: Signální kaskáda ES aktivovaná v endoteliální buňce zaměřena na snížení 

produkce proangiogenních faktorů (Abdollahi et al. 2004). 
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SDF-1α (stromal derived factor-1α)/ CXCL12  

 SDF-1α patří do skupiny rozpustných chemokinů. Původně byl popsán jako 

protein zapojený do lymfocytární chemotaxe (Aiuti et al. 1997) a regulátor 

hematopoezy (Zou et al. 1998). Dnes je známo, že se podílí na velkém množství 

fyziologických procesů. 

 Za fyziologických podmínek se tvoří v celé řadě orgánů jako je mozek, srdce, 

ledviny, nadledvinky, játra, plíce, příčně pruhovaná svalovina, lymfoidní orgány a 

kostní dřeň (Raman et al. 2007; Kryczek et al. 2007). Hlavními producenty chemokinu 

v těchto tkáních jsou endoteliální buňky, stromální fibroblasty a osteoblasty (Kryczek et 

al. 2007). SDF-1 je exprimován z jednoho genu CXCL12, existuje však šest 

sestřihových variant, které se liší svou stabilitou a tkáňovým původem. Všechny 

izoformy SDF-1 mají první tři exony stejné, liší se ve čtyřech následujících (Cojoc M et 

al. 2013). Jak bylo uvedeno výše, SDF-1α se produkuje v širokém spektru orgánů, 

nicméně patří k sestřihové variantě SDF-1, která je velmi nestabilní a v krevním oběhu 

podléhá velmi rychlé degradaci. Biologická funkce SDF-1α je zprostředkována vazbou 

na receptor CXCR4, který byl dlouho považován za jediný receptor pro SDF-1α. 

Nicméně nedávno se zjistilo, že je s to vázat se i na receptor CXCR7 (Burns et al. 2006; 

Hattermann and Mentlein 2013).  

 Role osy CXCR4/SDF-1α byla také prokázána u nádorových onemocnění. 

Vazba chemokinu na receptor CXCR4 hraje klíčovou roli při proliferaci a 

metastazování velkého počtu nádorových onemocnění (Zlotnik 2008; Furusato et al. 

2010; Vandercappellen et al. 2008). Geny pro CXCR4 a SDF-1α jsou regulovány na 

transkripční úrovni hladinou hypoxie. Byl prokázán přímý vliv HIF-1α na aktivaci 

exprese CXCR4 a SDF-1α (Zagzag et al. 2006; Ishikawa et al. 2009; Cronin et al. 

2010). Přítomnost receptoru CXCR4 na povrchu nádorových buněk vede k jejich 

migraci, tedy k metastazování do míst, kde je produkován SDF-1α. U leukemie hraje 

osa CXCR4/SDF-1α klíčovou roli v patogenezi nemoci. Interakce chemokinu 

s receptorem vede k adhezi leukemických buněk na buňky stromální, což přispívá 

k jejich sebeobnově, proliferaci a diferenciaci (Kittang et al. 2010). Vazba ligandu  

SDF-1α na receptor CXCR4 indukuje chemotaxi leukemických buněk, která vede k 

jejich migraci do mikroskopických nik kostní dřeně. Komplex SDF-1α/CXCR4 

ovlivňuje dráhy PI3K/Akt, MAPK nádorových buněk, čímž se zvyšuje potenciál k 

přežívání a další proliferaci. 
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 Osa CXCR/SDF-1α má také vliv na metastazování a proliferaci nádorových 

buněk tím, že přispívá k nádorové angiogenezi. Stromální fibroblasty, někdy 

označované jako CAF (carcinoma-associated fibroblasts), produkují v mikroprostředí 

nádoru SDF-1α a také MMP-1 a tím přispívají ke vzniku angiogeneze degradací ECM. 

Působí na endotelové progenitory, které migrují do místa nádoru a také přispívají k 

procesu angiogeneze (Cojoc M et al. 2013).  
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Experimentální část 

 

Materiál a metody 

 

Buněčné linie a media 

 Ve většině experimentů byly použity suspenzní myší (BALB/c) buněčné linie 

B210 a 12B1. Buňky B210 byly odvozeny od  BA/F3 buněk (myší kmen BALB/c) a 

byly transformované lidským fúzním genem bcr-abl pomocí retrovirového vektoru. 

Produkují protein P210
bcr-abl 

a mají sníženou expresi MHC I molekul. Zvýšení exprese 

MHC I lze dosáhnout kultivací v přítomnosti  IFN-γ  a dochází k ní i in vivo. Tyto 

buňky nám laskavě poskytl G.Q. Daley z Whitehead Institute of Biochemical Research, 

Cambridge, MA, USA. Po i.v. inokulaci indukují u pokusných zvířat leukemii, která je 

často provázena parézou, celkovou schváceností zvířete, naježením a smrtí kolem 

20. dne od podání dávky (Sobotkova et al. 2005). Při pitvě byla opakovaně prokázána 

infiltrace nádorovými buňkami v játrech, slezině a také v míše. Po s.c. podání se 

leukemie neobjeví a zvířata zůstávají zdravá. 

Buňky B210 a sublinie odvozené od nich (viz. níže) jsem kultivovala v mediu 

RPMI-1640 (Sigma Aldrich Corp, St. Louis, MO, USA) doplněném 10 % teplotně 

inaktivovaným telecím fetálním sérem (FCS –fetal calf serum) (PAA Laboratoriem, 

Linz, Austria), 2 mmol/l glutaminu a antibiotiky. B210 buňky transfekované 

endostatinem byly kultivovány v mediu doplněném  15µg/ml blasticidinu (InvivoGen, 

San Diego, CA, USA). 

 

Buňky 12B1 byly odvozeny z kultury buněk  kostní dřeně myší BALB/c 

transdukcí pomocí retrovirového vektoru nesoucího lidský fúzní gen bcr-abl. Tyto 

buňky produkují protein P210
bcr-abl  

v množství srovnatelném s buňkami B210. 

Buněčnou linii12B1 nám poskytl E. Katsanis, University of Arizona, Tuscon, AZ, USA. 

Buňky 12B1 na rozdíl od buněk B210 silně exprimují molekuly MHC I i bez kultivace 

v přítomnosti  IFN-γ. Po i.v. podání indukují u laboratorních zvířat leukemii 

s podobnými symptomy, jaké vyvolávají buňky B210, ale bez výrazné infiltrace míchy 
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nádorovými buňkami. Po i.v. podání jsou však přibližně 100x virulentnější než buňky 

B210. Krom toho po subkutánní inokulaci tvoří solidní nádory typu lymfomů (viz dále). 

Podle doporučení poskytovatele, jsem kultivovala buňky 12B1 v  mediu RPMI-1640 

doplněném 10% tepelně inaktivovaným FCS, 1 mmol/L pyruvátem sodným a 50 µmol/l 

2-mercaptoethanolem. Odvozenou linie 12B1-GM-CSF jsem kultivovala v mediu s  

15µg/ml blasticidinu. 

Buňky HUVEC (Human umbilical-vein endothelial cells, Cascade, Biologics, 

UK) jsem kultivovala v mediu M-200 doplněném o LSGS (Low Serum Growth 

Supplement) kit (Cascade Biologics, UK). 

Buněčná linie TE2 odvozená od HPV16-transformovaných buněk TC-1 

produkující endostatin (Lakatosova 2009) jsem kultivovala v mediu D-MEM  (PAA 

Laboratoriem, Linz, Austria), doplněném 10 % tepelně inaktivovaným FCS, 

blasticidinem a antibiotiky (dále jen kompletní D-MEM medium). 

Buněčná linie HeLa byla odvozená v 40. letech minulého století z nádoru 

děložního hrdla. Tyto buňky jsem kultivovala v kompletním mediu D-MEM s 10 % 

FCS.  

Buněčná linie K562 byla odvozena od pacientky s diagnózou CML v blastické 

krizi. Produkuje protein Bcr-Abl. Buňky jsem kultivovala v kompletním RPMI-1640 

mediu s 10 % FCS. 

Buňky 293T jsou linií odvozenou z lidských embryonálních ledvin a produkují 

T-antigen viru SV40. Jedná se o buněčnou linii, kterou lze účinně transfekovat pomocí 

kalciumfosfátové precipitace. Buňky jsem kultivovala v kompletním mediu D-MEM 

s 10 % FCS. 

Suspenzní buněčná linie HL60 byla odvozena od pacientky s akutní 

promyelocytární leukemií. Buňky jsem kultivovala v RPMI mediu s 10 % FCS. 

Neprodukují P210
bcr-abl

 . 

 Všechny buněčné linie byly kultivovány při 37 °C v 5 % CO2 atmosféře. 

V případě pasážování přisedlých buněčných linií jsem používala k odloučení buněk od 

povrchu kultivační nádobky směsi versen-trypsin. 
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Plazmidy 

 Pro elektroporaci jsem použila komerční plazmid pBLAST49-mEndo 

(InvivoGen, San Diego, CA, USA) nesoucí gen pro myší endostatin (ES) a gen pro 

rezistenci k blasticidinu (Obr.7A).  

Pro přípravu nábojů pro genovou pistoli (Gene Gun) jsem použila plazmid 

pBSC/SDF-1α, který byl zkonstruován Dr. Lučanským na našem oddělení (Obr.7B). 

Byl vytvořen z komerčního plazmidu pUC57/SDF-1α (GenScript, Piscataway, NJ, 

USA), překlonováním genu do plazmidu pBSC. Na C konci má připojenou sekvenci 

kódující Flag. 

Plazmid pBSC byl zkonstruován na našem oddělení Dr. Šmahelem (Smahel et 

al. 2001) a v experimentech jsem jej používala jako kontrolní plazmid. 

Plazmid produkující GFP pTR-UF2 jsem použila jako kontrolu úspěšnosti 

elektroporace či kalciumfosfátové precipitace. 
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Obr.7: A) Plazmid pBLAST49-mEndo (InvivoGen, San Diego, CA, USA). B) Plazmid 

pBSC/SDF-1α. 

 

 

 Pro pomnožení plazmidů jsem používala bakteriální kmen Escherichia coli 

XL1-blue. Bakterie jsem kultivovala v agaru LB a mediu LB přes noc v termostatu nebo 

třepačce při 37 °C v přítomnosti příslušného antibiotika. 

A 

B 
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Izolace plazmidů 

Plazmidy z transformovaných bakterií kmene E. Coli XL-1 Blue jsem izolovala 

přes kolonu Qiagen Plasmid Maxi Kit anebo Qiagen Plasmid Giga Kit (Qiagen, Hilden, 

Německo). Pro kontrolní štěpení plazmidů jsem užívala restrikční endonukleázy HindIII 

a SMAI (New Englad Biolabs, Ipswich, MA, USA) pro plazmid obsahující gen pro ES 

a restrikční endonukleázy BamHI a NotI (New Englad Biolabs, Ipswich, MA, USA) pro 

plazmid obsahující gen pro SDF-1α. 

 

Určení účinnosti blasticidinu 

 Pro posouzení úspěšnosti transformace bylo potřeba určit toxicitu blasticidinu 

pro rodičovské buňky B210. Na 96-ti jamkovou desku (TPP, Trasadingen, Switzerland), 

jsem napipetovala 0,2 ml kompletního media  RPMI-1640 s různými koncentracemi 

blasticidinu (2µg/ml, 10µg/ml, 20µg/ml, 30µg/ml, 40µg/ml, 50µg/ml, 60µg/ml, 

70µg/ml, 80µg/ml, 90µg/ml). Buňky jsem inkubovala v termostatu při 37 °C, 5 % CO2, 

po dobu 96 hod. Pro určení počtu živých buněk jsem použila  CellTiter 96® Aqueous 

Non-Radioctive Cell Proliferation Assay (Promega, Madison, WI, USA). Metoda je 

založena na kolorimetrickém stanovení dehydrogenace MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-

yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulphophenyl)-2H-tetrazolium), na formazan, 

který je ve vodě rozpustný. Tato přeměna probíhá pouze v metabolicky aktivních 

buňkách. Hodnota absorbance při 490 nm odpovídá přímo úměrně počtu živých buněk 

v buněčné kultuře. 

 

Transfekce buněk elektroporací 

 5×10
6
 buněk B210 jsem resuspendovala v 500 μl elektroporačního pufru. 

Elektroporačním pufrem bylo kompletní medium RPMI-1640 bez FCS. Buněčnou 

suspenzi jsem přenesla do elektroporačních kyvet (Bio-Rad, Herkules, CA, USA). Po 

přidání 15μg plazmidové DNA, byly buňky v kyvetě inkubovány po 10 minut při 

laboratorní teplotě. Po té byly buňky v kyvetě vystaveny napětí 280 V, kapacitanci 

1050 μF, při pokojové teplotě v aparatuře Gene Pulser® Electroporation system (Bio-

Rad, Herkules, CA, USA). Po 10-ti minutové inkubaci při laboratorní teplotě jsem 

buňky přenesla na kultivační misky s 4 ml kompletního media RPMI-1640. Po 
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48 hodinách jsem transfekované buňky přenesla do selekčního media obohaceného 

blasticidenem o koncentraci 15 μg/ml. Produkce endostatinu jsem zjišťovala metodou 

Western blottingu (WB) (viz. níže). 

 

Transfekce buněk pomocí kalciumfosfátové precipitace 

Na Petriho misky o průměru 6 cm jsem nasadila 10
6
 buněk 293T v 4 ml media 

D-MEM. Připravila jsem transfekční precipitát (5 µg DNA, 180 µl H20, 2,5 M CaCl2 a 

2×HEPES), který byl po 3 min. inkubaci přidán na misky s buňkami 293T. 

Transfekované buňky jsem kultivovala po dobu 48 hod. při 37 °C a 5 % CO2. Následně 

jsem ověřila funkčnost plazmidu pomocí WB. 

 

Klonování buněk 

  Transdukované buňky jsem naředila do finální koncentrace 0,3 buněk / 0,2 ml 

směsi čerstvého kompletního media RPMI a filtrovaného „spent media“ v poměru 2:1. 

Spent medium jsem získala filtrací z buněčných kultur buněk B210. Buněčnou suspenzi 

jsem rozpipetovala do 96-ti jamkové destičky (TPP, Trasadingen, Switzerland) po 

0,2 ml na jamku. Po 4 hodinách jsem si označila jamky obsahující jednu buňku. Po 

14 denní inkubaci jsem vytvořené suspenzní kultury přenesla na kultivační misky. Po 

jejich dalším namnožení a ověření produkce endostatinu metodou WB byly takto 

získané buněčné linie uloženy v tekutém dusíku. 

 

Příprava vzorků pro WB 

 Pro detekci secernovaného ES metodou WB jsem buňky v množství 1×10
6
 

buněk v 5 ml kompletního RPMI-1640 media nasadila na kultivační misky. Po 48 hod. 

inkubaci jsem buněčnou suspenzi stočila při 1200 rpm, 4 °C. Odebraný supernatant byl 

koncentrován 20× použitím centrifugačních falkonek Amicon® Ultra (Merck Millipor, 

Billerica, MA, USA). Koncetrovaná media jsem smíchala s lyzačním pufrem (LP) 

(20 % glycerol, 10 % mercaptoethanol, 4 % SDS, 2 mM EDTA a 100 mM Tris pH=8) 

v poměru 1:5.  
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 Pro detekci ostatních proteinů jsem používala buněčných lyzátů příslušných 

buněk. Buněčné lyzáty jsem připravovala z peletů 6×10
6
 buněk v 300 μl výše 

uvedeného LP. 

 

Izolace cytozolových a nukleárních extraktů pro WB 

 10
7
 buněk jsem 2× promyla roztokem PBS. K peletům jsem přidala 5 µl pufru A 

(10 mM HEPES, pH 7.9, 10 mM KCl, 5 µl Protease Inhibitor Coctail, Sigma Aldrich, 

St. Louis, MO, USA, 200µl 10% IGEPAL Sigma Aldrich, St. Louis MO, USA). 

Po 10 min. inkubaci při laboratorní teplotě jsem směs převedla do vychlazených 

mikrozkumavek a centrifugovala při 13 000×g, 3 min. při 4 °C. Supernatant (extrakt 

cytozolu) jsem odsála a uložila při -70 °C pro další použití.  Zbylý pelet jsem 

resuspendovala v 150 µl pufru B (20 mM HEPES, pH 7.9, 0,4 M NaCl, 1 mM EDTA 

a 10 % glycerol, 1 µl Protease Inhibitor Coctail). Mix jsem inkubovala na třepačce 

2 hod., při 4 °C. Nukleární extrakt byl izolován po centrifugaci při 13 000×g, 5 min., 

při 4 °C a uchován při -70 °C. Pro určení koncentrace proteinů byla použita 

Bradfordova metoda (Bio-Rad Protein Assay, Bio-Rad, Hercules, CA, USA). 

 

WB 

 Pro testování produkce proteinů jednotlivými buněčnými liniemi jsem použila 

připravené lyzáty. Pro proteiny o m.h. < 20 kDa jsem použila gely s obsahem 

akrylamidu 17-20 %, pro proteiny o m.h. < 100 kDa, gely s obsahem akrylamidu       

10-15 % a pro proteiny o m.h. > 100 kDa gely s obsahem akrylamidu 7 %. 

 Testované vzorky jsem naředila v 4×LB v poměru 1:3, denaturovala po dobu 

5 min., při teplotě 98 °C v GeneQ Thermal Cycleru (Bulldog Bio, Portsmouth, NH, 

USA) a po té je nanesla na příslušný gel v aparatuře s elektrolytem (Tris base, glycin, 

10 % SDS, H2O). Proteiny byly obvykle separovány 60 min. při konstantním proudu 

20 mA v roztoku tankového pufru. Po ukončení proteinové separace jsem gel 

inkubovala 20 minut při laboratorní teplotě v roztoku TGM (Tris-base, glycin, 

methanol, H2O). Membrána PVDF byla ekvilibrována po dobu 1 min. v roztoku 

koncentrovaného methanolu, 5 min. v  ultračisté H2O a 10 min. v roztoku TGM. Pro 

blotování jsem použila Semi Dry Blotter Biometra (Schoeller Instruments). Blotování 
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probíhalo při konstatním stejnosměrném proudu 40 mA po dobu 60 min. Po ukončení 

blotování jsem membránu PVDF omyla roztokem PBS a blokovala volná místa 10 % 

roztokem odtučněného mléka po dobu 60 min. při laboratorní teplotě. Po blokaci byla 

membrána inkubována s primární protilátkou (viz. Tab. 2) v příslušném ředění, 60 min. 

při laboratorní teplotě a dále pak při 4 °C přes noc. Druhý den jsem membránu 

inkubovala se sekundární protilátkou značenou HRP (horseradish peroxidase). 

Chemiluminiscentní reakce byla vizualizována kitem ECL Plus Western Blotting 

Detection System (GE Health Biosciences, PA, USA) s použitím filmů Amersham 

Hyperfilm™ ECL (GE Health Biosciences, PA, USA). 

 

Tab. 2: Přehled primárních a sekundárních protilátek použitých ve WB 

Protein Primární protilátka Sekundární protilátka Blokování 

ARK-1 

Polyclonal rabbit  

anti-ARK 1 

(Santa Cruz Biotechnology, 

Inc., USA) 

HRP-linked donkey anti-rabbit 

IgG (Amersham Biosciences, 

UK) 

10% odtučněné mléko 

ADRP 

Polyclonal rabbit  

anti-ADRP 

(Santa Cruz Biotechnology, 

Inc., USA) 

HRP-linked donkey anti-rabbit 

IgG (Amersham Biosciences, 

UK) 

10% odtučněné mléko 

Bcr-Abl 

Mouse monoclonal anti-c-

Abl (Merck, Darmstadt, 

Germany) 

 

HRP-linked anti-mouse IgG 

antibody (GE Healthcare 

Biosciences, PA, USA) 

10% odtučněné mléko 

CML66 

Goat polyclonal  

anti-CML66 

(Santa Cruz Biotechnology, 

Inc., USA) 

HRP-linked donkey anti-goat 

IgG (Santa Cruz 

Biotechnology, Inc., USA) 

10% odtučněné mléko 

CAIX 

Rabbit polyclonal 

 anti-CA IX 

(Santa Cruz Biotechnology, 

Inc., USA) 

HRP-linked donkey anti-rabbit 

IgG (Amersham Biosciences, 

UK) 

10% odtučněné mléko 

PRAME like-1 

Goat polyclonal 

 anti-PRAME like-1 

(Santa Cruz Biotechnology, 

Inc., USA)  

HRP-linked donkey anti-goat 

IgG (Santa Cruz 

Biotechnology, Inc., USA) 

10% odtučněné mléko 

Pr–3 

Polyclonal rabbit anti-Pr-3 

(Santa Cruz Biotechnology, 

Inc., USA) 

HRP-linked donkey anti-rabbit 

IgG (Amersham Biosciences, 

UK) 

10% odtučněné mléko 

PD-1 

Goat polyclonal anti-PD1 

(Santa Cruz Biotechnology, 

Inc., USA) 

HRP-linked donkey anti-goat 

IgG (Santa Cruz 

Biotechnology, Inc., USA) 

10% odtučněné mléko 

TERT 

Polyclonal rabbit anti-TERT 

(Santa Cruz Biotechnology, 

Inc., USA) 

HRP-linked donkey anti-rabbit 

IgG (Amersham Biosciences, 

UK) 

10% odtučněné mléko 

survivin 

Goat polyclonal  

anti-survivin 

(Santa Cruz Biotechnology, 

Inc., USA) 

HRP-linked donkey anti-goat 

IgG (Santa Cruz 

Biotechnology, Inc., USA) 

10% odtučněné mléko 

Nm23-H2 

Goat polyclonal  

anti-nm23-H2 

(Santa Cruz Biotechnology, 

Inc., USA) 

HRP-linked donkey anti-goat 

IgG (Santa Cruz 

Biotechnology, Inc., USA) 

10% odtučněné mléko 
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Bcl-xL 

Mouse monoclonal  

anti-Bcl-xL 

(Santa Cruz Biotechnology, 

Inc., USA) 

HRP-linked anti-mouse IgG 

(GE Healthcare Biosciences, 

PA, USA) 

10% odtučněné mléko 

Hsp70 

Mouse monoclonal  

anti-HSP 70 

(Santa Cruz Biotechnology, 

Inc., USA) 

HRP-linked anti-mouse IgG 

antibody (GE Healthcare 

Biosciences, PA, USA) 

10% odtučněné mléko 

cathepsin G 

Rabbit polyclonal  

anti-cathepsin G 

(Santa Cruz Biotechnology, 

Inc., USA) 

HRP-linked donkey anti-rabbit 

IgG (Amersham Biosciences, 

UK) 

10% odtučněné mléko 

RHAMM 

Rabbit monoclonal  

anti-RHAMM (Epitomics, 

Burlingame, CA, USA) 

 

HRP-linked donkey anti-rabbit 

IgG (Amersham Biosciences, 

UK) 

10% odtučněné mléko 

Wt-1 

Rabbit polyclonal  

anti-p-WT 

(Santa Cruz Biotechnology, 

Inc., USA) 

HRP-linked donkey anti-rabbit 

IgG (Amersham Biosciences, 

UK) 

10% odtučněné mléko 

SPAG9 

Mouse monoclonal- 

anti-JIP-4 (Santa Cruz 

Biotechnology, Inc., USA) 

HRP-linked anti-mouse IgG 

antibody (GE Healthcare 

Biosciences, PA, USA 

10% odtučněné mléko 

CXCR4 

Rabbit polyclonal  

anti-CXCR4 

 (Amersham Biosciences, 

Little Chalfont, UK) 

HRP-linked donkey anti-rabbit 

IgG (Amersham Biosciences, 

UK) 

10% odtučněné mléko 

Flag 

Mouse monoclonal-anti Flag 

(Amersham Biosciences, 

Little Chalfont, UK) 

HRP-linked anti-mouse IgG 

antibody (GE Healthcare 

Biosciences, PA, USA) 

10% odtučněné mléko 

endostatin 

Polyclonal goat anti-ES 

(Sigma, St. Louis, MO, 

USA) 

HRP-linked donkey anti-goat 

IgG (Santa Cruz 

Biotechnology, Inc., USA) 

10% odtučněné mléko 

IL-1α 
Polyclonal rabbit anti-IL-1α 

(Abcam, Cambridge, UK) 

HRP-linked donkey anti-rabbit 

IgG (Amersham Biosciences, 

UK) 

10% odtučněné mléko 

HIF-1α 

Mouse monoclonal  

anti-HIF-1α 

(Sigma, St. Louis, MO, 

USA) 

HRP-linked anti-mouse IgG 

antibody (GE Healthcare 

Biosciences, PA, USA) 

10% odtučněné mléko 

β-tubulin 

Mouse monoclonal  

anti-β tubulin (Sigma, St. 

Louis, MO, USA) 

HRP-linked anti-mouse IgG 

antibody (GE Healthcare 

Biosciences, PA, USA) 

10% odtučněné mléko 

 

 

 

 

Vyšetření přítomnosti buněčných proteinů pracovníky firmy Kinexus 

 Pro vyšetření přítomnosti a množství 800 buněčných signálních proteinů 

v buněčných liniích B210 a 12B1 bylo využito služeb firmy Kinexus, tzv. Kinex
TM

 

Antibody Microarray Services (Kinexus, Vancouver, Canada). Buněčné pelety byly 

lyzovány v pufru složeném z 20 mM MOPS, pH 7.0, 2 mM EGTA, 5 mM EDTA, 

30 mM NaF, 60 mM β-glycerofosfátu, pH 7.2, 20 mM pyrofosfátu sodného, 

1 mM orthovanadu sodného a 1 % Triton X-100. Set proteinů zahrnoval 193 protein-

kináz, 24 fosfatáz, 150 regulačních podjednotek těchto enzymů a dalších 433 signálních 
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proteinů regulujících proliferaci, reakci na stres a apoptózu. Příslušný servis zahrnoval 

ještě potvrzení přítomnosti 18 proteinů vybraných na základě výsledků protilátkové 

microarray pomocí WB. Pro analýzu buněčných lyzátů bylo využito kvalitativního a 

semi-kvantitativního multi-blottingu. Pro vizualizaci a semi-kvantitativní detekci bylo 

využito chemiluminiscentního signálu. 

 

Proliferační test s buňkami HUVEC-testování biologické aktivity ES 

 Pro test jsem použila 20×koncentrovaná media z kultur  buněk B210 a B210/E 

(ES-produkujících B210, viz níže). Buňky B210 a B210/E v množství 10
6
 jsem 

inkubovala v 5 ml RPMI media na 6 cm-miskách po 48 hod. Poté jsem buněčnou 

suspenzi stočila při 1200 rpm a odebrala supernatant pro koncentrování obsahu ES (viz. 

příprava vzorků pro WB). Buňky HUVEC jsem napipetovala v množství  2×10
3
 a 

v objemu 100 µl media M200 do 96-ti jamkové desky. Po jednodenní inkubaci jsem 

medium odsála a do jamek přidala čerstvé medium M200 (90 µl) a koncentrované 

medium z testovaných buněčných kultur (10 µl). Směs medií byla vždy po 24 hod. 

inkubaci vyměněna za čerstvou. Proliferaci buněk HUVEC jsem testovala po 5-ti denní 

kultivaci za pomoci neradioaktivního kitu Cell Titer 96R® AQueous Non-Radioactive 

Cell Proliferation Assay (Promega, Madison, WI, USA). Růst buněk HUVEC v jejich 

standartním mediu, v mediu obohaceném o koncentrované medium z B210 a v mediu 

s koncentrátem media buněk B210/E, jsem testovala v 24, 32, a 32 paralelách. 

 

ELISA 

 Pro stanovení proteinů v plazmě myší jsem využila komerční soupravu testu 

ELISA pro ES, označeného jako ELISA Kit for ES (Uscn Life Science, Wuhan, Čína). 

Při stanovení hladiny SDF-1α v biologickém materiálu jsem využila soupravu 

CXCL12/SDF-1α ELISA kit (Cell Sciences, Canton, MA, USA). Při provádění testů 

bylo postupováno dle pokynů výrobce. 

 

Experimenty na zvířatech 

Ve všech pokusech byly použity laboratorní myši-samice kmene BALB/c ve 

věku 6-8 týdnů (Charles Rivers), se standardní dietou a  ustájením v konvenčních 
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chovech (Centrum biomodelů, 1. LF UK). Všechny pokusy prováděné na zvířatech byly 

v souladu s legislativou platnou v ČR. 

 V případě použití buněčných linií pro i.v. a s.c. podání, vždy šlo o 3. pasáž po 

rozmražení buněk. V případě transdukovaných buněk byla vždy před inokulací ověřena 

produkce ES v koncentrovaných mediích kultur buněk určených pro aplikaci. Před 

inokulací byly buňky 3× promyty v roztoku PBS. Objemy aplikované zvířatům byly 

0,2 ml na dávku. 

 Všechna zvířata byla po ukončení pokusu humánně usmrcena předávkováním 

inhalačním anestetikem (Narcotan, Zentiva, ČR). 

 Při pitvě zvířat byla důkladně prozkoumána dutina břišní i hrudní. Pro následné 

histologické a imunohistochemické vyšetření byly odebrané vzorky orgánů a tkání 

přeneseny do pufrovaného formalínu a až do vyšetření uloženy při 4 °C. 

 Krev získávaná intrakardiální punkcí byla přidána do mikrozkumavky 

s heparinem. Směs byla stočena při 13000×g, 4 °C, 10 min. Odebraný supernatant 

(plazma) byl uložen při -70 °C. 

  

Test onkogenního potenciálu buněk produkujicích ES 

 Myši byly inokulovány kontrolními buňkami B210 a buňkami transdukovanými 

ES. Pro testování onkogenního potenciálu byly vybrány klony s  nejnižší a nejvyšší 

produkcí ES. Buněčné linie byly aplikovány pokusným zvířatům i.v. v dávce 10
6
, 5×10

5
 

a 10
5
. Přežívající zvířata byla sledována po dobu 75 dní. 

 

Intramuskulární podání plazmidu obsahující gen pro ES 

 Pokusným zvířatům jsem inokulovala plazmid nesoucí gen pro ES v dávce 

200 µg, v 0,2 ml 10 % roztoku PVP o pH=5. Po 7 dnech byla i.m. podána druhá dávka. 

Jako kontrola sloužila skupina zvířat, kterým jsem inokulovala „prázdný“ plazmid 

pBSC. V 14. dnu byla myším aplikována dávka 10
6
 buněk B210. Myším byly odebrány 

vzorky plazmy v den 7 a 14 pro stanovení hladiny ES.   
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Inokulace plazmidu kódujícího SDF-1α genovou pistolí (Gene Gun) 

experimentálním zvířatům 

Metoda gene gun je založena na biobalistické střele DNA částic navázaných na 

zlato. Pod tlakem helia o 400 psi, je vstřelena dávka obsahující 1µg DNA do podkoží 

pokusných zvířat v místě oholené  břišní oblasti.  Zvířatům byla aplikována 1 nebo 3 

dávky nábojů s plazmidem kódujícím gen pro SDF-1α. Příslušné dávky jsou vždy 

uvedeny v sekci výsledky u jednotlivých pokusů. Jako kontrola sloužil plazmid pBSC. 

 

 

 

 

Obr.8: Schéma výroby nábojů pro DNA vakcinaci pomocí metody Gene Gun 

(www.biorad.com) a její aplikace pokusnému zvířeti (Lin et al. 2000). 

 

 

Příprava nábojů pro Gene Gun 

  K naváženým zlatým částicím (25 mg na zkumavku) bylo přidáno100 µl 0.05 M 

roztoku spermidinu. Směs byla vortexována po dobu 5 sekund (s) a následně 

sonikována po dobu 3-5 s. K směsi byl přidán příslušný plazmid v koncentraci 1 µg/µl 

(50 µl). Směs byla opět vortexována po dobu 5 s. Po té bylo přidáno 100 µl 1 M roztoku 

CaCl2. Po 10 min. inkubaci při laboratorní teplotě, byla směs stočena na 
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mikrocentrifuze a odsát supernatant. Pelet byl 3× promyt v roztoku 100% ethanolu a 

resuspendován v PVP (0,05 mg/ml). Vzniklá suspenze pak byla použita pro přípravu 

nábojů. Byla přenesena do plastové hadičky, v níž se pevná část usadí na stěně hadičky. 

Kapalná složka směsi byla odsáta pomocí peristaltické pumpy. Zlaté částice 

s navázanou DNA byly rotací hadičky rovnoměrně pokryty po celém jejím obvodu a 

vysušeny plynným dusíkem. Z takto upravené hadičky se za pomocí gilotinky Tubing 

cutter (Bio-Rad) připraví náboje o délce 1 cm. Takto připravené náboje obsahují 

přibližně 1µg plazmidu navázaného na 0,5 µg Au.  

 

Histologická a imunohistologická vyšetření  

 Vyšetření byla prováděna ve spolupráci s pracovníky Ústavu patologie 1. LF UK 

a VFN. Vzorky nádorů a tkání byly bezprostředně po pitvě uloženy do 10 % 

pufrovaného formalínu (v PBS). Vzorky tkání byly zality do parafínu. Parafínové 

bločky byly nakrájeny na 3-5 µm silné kousky, za použití mikrotomu Leova. Parafín byl 

ze vzorků odmyt za pomocí ethanolu a xylenu a vzorky byly obarveny hematoxylin-

eosinem (Dako, Carpinteria, CA, USA). 

 Fluorescenční hybridizace in situ (FISH) byla provedena na deparafinovaných 

vzorcích, které byly inkubovány s thiokyanátem sodným (Sigma-Aldrich, Sigma, St. 

Louis, MO, USA) a po té 75 min. s proteázou II (3mg v 40 ml PBS, pH ≤ 2,0, Abbot 

Molecular, IL, USA). Nakonec byly vzorky fixovány v pufrovaném formalínu (v PBS). 

Pro detekci fúzního genu bcr-abl bylo použito sondy LSI BCR/ABL Dual Color, Dual 

Fusion Translocation Probe (Abbot Molecular, IL, USA). Fluorescenční signál byl 

detekován pomocí mikroskopu Olympus ProVis XC70.  

  

Statistické vyhodnocení 

 Prism Software Version 5.0 (Graph-Pad Software, San Diego, CA, USA) byl 

využit při zpracování statistických dat. Logrank test byl použit při statistickém 

hodnocení pokusů na zvířatech.  Výsledky získané in vitro byly vyhodnoceny ANOVA 

testem.  
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Výsledky 

 

Projekt 1: Identifikace TAA v buňkách myších buněčných linií B210 a 12B1, 

které byly transformovány fúzním genem bcr-abl a produkují protein Bcr-

Abl 

 

Základní charakteristiky buněk B210 a 12B1 

  V tomto projektu šlo o vyšetření proteomového profilu buněk linií B210 a 12B1 

s cílem přispět k vysvětlení jejich rozdílných biologických vlastností. Nejdůležitější 

zjištěné rozdíly v chování obou linií shrnuje Tab. 3. Podle exprese povrchových 

molekul CD10, CD19 a AA4.1 byly buňky B210 klasifikovány jako pro-B a buňky 

12B1 jako pre-B. Po i.v. inokulaci jsou buňky 12B1 asi 100× účinnější při vyvolání 

leukemie než buňky B210 a navíc indukují po s.c. podání solidní nádory.  

Tab. 3: Porovnání vybraných vlastností buněk B210 a 12B1  

 

B210 

 

12B1 

 

Diferenciační stadium 

 

pro-B 

 

pre-B 

 

Vznik leukemie po i.v. 

podání 
ano ano 

TID50 po i.v. podání 5x10
4 
buněk 1x10

2 
buněk 

Vznik nádoru po s.c. 

podání 
ne ano 

TID50 po s.c. podání                    - 10
2,5 

buněk 

Exprese MHC I ne vysoká 

Imunogennost silně imunogenní slabě imunogenní 
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Zhodnocení výsledků vyšetření zadaného u firmy Kinexus 

  Celkem bylo testováno 800 signálních proteinů. Významný rozdíl v produkci 

proteinů v lyzátech buněk B210 a 12B1 byl detekován v 31 případech. Výsledky jsou 

shrnuty v Tab. 4. Nejvýznamnějšími rozdíly byly podstatně zvýšená produkce 

integrinu β1 buňkami 12B1 a nadměrná produkce kaspáz (jmenovitě CASP6 a CASP7) 

buňkami B210. Významně zvýšená produkce v buňkách 12B1 byla rovněž zjištěna 

v případě proteinů Vrk1, STK33, PKM2, IRAK3, Tlk1, MARK, Btk, FAK, IKKa, 

ZAP70 a JNK2/3 zatímco v buňkách B210 tomu tak bylo v případě proteinů CASP2, 

CAMK2β, p38αMAPK, p38γ MAPK, CAMK2γ, Hsp27, CAMKK, mTOR, CASP5, 

Hsp90, Hsp90β, Histone H2A.X, CAMK4, Hsp90α, Erk2 a Erb2 (Her2). 
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Tab. 4: Souhrn výsledků dosažených při paralelním vyšetření  lyzátů buněk 12B1 a 

B210  pomocí protilátkových mikroarrayů.  

 

12B1 Z B210 Z 

Integrin β1 5,94 CASP2 -1,21 

Vrk1 2,13 CAMK2β -1,26 

STK33 1,93 p38α MAPK -1,31 

PKM2 1,73 CAMK2γ -1,31 

IRAK3 1,60 Hsp27 -1,33 

Tlk1 1,58 CAMKK (CAMKK2) -1,35 

MARK 1,45 mTOR (FRAP) -1,40 

Btk 1,43 p38γ MAPK (Erk6) -1,47 

FAK 1,42 CASP5 -1,59 

IKKa 1,38 Hsp90 -1,65 

ZAP70 1,29 p38α MAPK -1,68 

JNK2/3 1,25 Hsp90β -1,90 

  Histone H2A.X -2,08 

  CAMK4 -2,28 

 
 

Hsp90α -2,30 

  
Erk2 -2,66 

  
ErbB2 (HER2) -2,71 

  
CASP6 -2,90 

  
CASP7 -3,21 

V levém sloupci jsou uvedeny proteiny, které byly přítomny v statisticky významně vyšším množství 

v lyzátech buněk 12B1, v pravém jsou uvedeny proteiny, které byly přítomny ve významně vyšším 

množství v lyzátech z buněk B210. Číselná hodnota je Z skóre, které udává statisticky významné rozdíly 

mezi vyšetřovanými buňkami. Skóre Z pro daný protein v buňkách 12B1 jsou prezentována formou 

kladných hodnot.  Skóre Z pro daný protein v buňkách B210 jsou prezentována formou záporných 

hodnot. 
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 Podle  výsledků proteinových arrayů bylo vybráno 18 proteinů pro vyšetření 

pomocí WB. Počet těchto vyšetření byl omezen smluvními podmínkami s firmou 

Kinexus. Pro WB jsem vybrala proteiny s nejvyššími kladnými a zápornými hodnotami 

Z. Z výsledků uvedených v Grafu 1 vyplývá, že výsledky protilátkových arrayů byly 

potvrzeny pouze u části proteinů, a to integrinu β1 u buněk 12B1 a kaspáz, MAPKp38, 

ERK2, Histone H2A.X a Hsp90 u buněk B210. V několika případech nebyly proteiny 

přítomny v množství prokazatelném ve WB. Překvapivé byly výsledky u dvou proteinů. 

Prvním byl CAMK4. V jeho případě výsledky mikroarrayů naznačovaly vyšší hladiny 

v buňkách B210, ale ve spolehlivějším WB byl prokázán pouze v buňkách 12B1. 

V případě proteinu PKM2 tomu bylo právě naopak. Porovnání výsledků mikroarrayů a 

WB je v Tab. 5. 
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Graf 1: Srovnání množství jednotlivých testovaných proteinů v lyzátech buněk B210 a 

12B1 metodou WB. Rozdíly v zjištěném množství jsou udávány v procentech. Modré 

sloupce označují hladiny proteinů v lyzátech linie B210, červené sloupce označují 

hladiny proteinů v lyzátech linie 12B1. V případě CASP5 byly testovány dva různé 

epitopy proteinu, v případě MAPK dvě různé izoformy. CPM (counts per minute) udává 

sílu proužku, který byl skenován u všech proteinů po dobu 60 sekund. Intenzita proužku 

byla vypočtena jako plocha pod křivkou jeho intenzity. Jednotky této veličiny byly udány 

jako intenzita×mm. 



 

 

68 

 

Tab. 5: Srovnání výsledků proteinové arraye a WB 

 

 

 

 

 

Cílený protein Zkratka 
Z   ratio1)   

(12B1/B210) 
WB 

B210 
2) 

12B1 
2) 

Integrin β1  Integrin β1 5,94 ano + ++ 

Vaccinia related protein-serine kinase 1 Vrk1 2,13 ano 0 0 

FLJ35932 protein-serine kinase STK33 1,93 ano 0 0 

Pyruvate kinase, isozymes M1/M2 PKM2 1,73 ano ++ + 

Interleukin 1 receptor-associated kinase 3 IRAK3 1,60 ano 0 0 

Tousled-like protein-serine kinase 1 Tlk1 1,58 ano 0 0 

MAP/microtubule affinity-regulating protein-serine 

kinase 1 
MARK 1,45 ano + + 

Bruton's agammaglobulinemia tyrosine kinase Btk 1,43 ano 0 0 

Focal adhesion protein-tyrosine kinase FAK 1,42 ne   

Inhibitor of NF-kappa-B protein-serine kinase alpha IKKa 1,38 ne 
  

Zeta-chain (TCR) associated protein-tyrosine kinase, 

70 kDa 
ZAP70 1,29 ne 

  

Jun N-terminus protein-serine kinase (stress-activated 

protein kinase (SAPKa/b)) 2/3 
JNK2/3 1,25 ne 

  

Pro-caspase 2 CASP2 -1,21 ne   

Calcium/calmodulin-dependent protein-serine kinase 

2 beta 
CAMK2β -1,26 ne 

  

Mitogen-activated protein-serine kinase p38 alpha p38α MAPK -1,31 ne 
  

Calcium/calmodulin-dependent protein-serine kinase 

2 gamma  
CAMK2γ -1,31 ne           

  

Heat shock 27 kDa protein Hsp27 -1,33 ne 
  

Calcium/calmodulin-dependent protein-serine kinase 

kinase 

CAMKK 

(CAMKK2) 
-1,35 ne 

  

Mammalian target of rapamycin (FRAP) mTOR (FRAP) -1,40 ne 
  

Mitogen-activated protein-serine kinase p38 gamma p38γ MAPK  -1,47 ano ++++ 0 
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1) hodnoty „Z ratio“  bez znaménka udávají , že  příslušného proteinu bylo  zjištěno signifikantně více 

v buňkách 12B1, hodnoty se znaménkem – udávají, že příslušného proteinu bylo zjištěno významně více 

v buňkách B210; číselná hodnota udává velikost rozdílu 

2) znaménka  + až   ++++ udávají intenzitu  pozitivní reakce 

Cílený protein Zkratka 
Z   ratio1)   

(12B1/B210) 
WB 

B210 
2) 

12B1 
2) 

Caspase 5 CASP5 -1,59 ano 

+++  

++++ 

/(p20) 

+ 

+ 

/(p20) 

Heat shock 90 kDa protein alpha/beta Hsp90 -1,65 ano ++++ +++ 

Mitogen-activated protein-serine kinase p38 

alpha 
p38α MAPK -1,68 ano +++ + 

Heat shock 90 kDa protein beta Hsp90β -1,90 ano ++ + 

Histone H2A variant X 
Histone 

H2A.X 
-2,08 ano + 0 

Calcium/calmodulin-dependent protein-serine 

kinase 4 
CAMK4 -2,28 ano 0 +++ 

Heat shock 90 kDa protein alpha Hsp90α -2,30 ne  
 

 

Extracellular regulated protein-serine kinase 2 Erk2 -2,66 ano 
+++ 

 
++ 

ErbB2 (Neu) receptor-tyrosine kinase 
ErbB2 

(HER2) 
-2,71 ano 0 0 

Pro-caspase 6  CASP6 -2,90 ne   

Pro-caspase 7  CASP7 -3,21 ano + 0 
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Detekce vybraných proteinů pomocí WB 

 Produkci dalších vybraných proteinů, o kterých je známo, že jsou přítomny 

v lidských buňkách CML, jsem testovala pomocí WB. Jak je vidět na Obr.9, proteiny 

ADRP, ARK-1, Bcl-xL a RHAMM byly silně produkovány v buňkách B210 i 12B1, a 

to přibližně ve stejném množství. 

 

  

 

Obr.9: Produkce proteinů ADRP, ARK-1, Bcl-xL a RHAMM v buněčných linií B210 a 

12B1. Jako pozitivní kontrola sloužil lyzát buněk HeLa a lyzát buněk K562 u proteinu 

RHAMM. Stejný výsledek jsem získala ve třech opakovaných pokusech.  
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V případě proteinů CML66, Hsp70 a PD-1 byla detekována relativně nízká produkce 

bez významných rozdílů mezi linií B210 a 12B1. 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

Obr.10: Produkce proteinů CML66, Hsp70 a PD1 v buněčných linií B210 a 12B1. Jako 

pozitivní kontrola sloužil lyzát buněk HeLa. Stejný výsledek jsem získala ve třech 

pokusech.  
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V dalších pokusech jsem testovala produkci proteinů CAIX, Nm23-H2 s SPAG9 

v lyzátech buněk B210 a 12B1. Výsledky jsou uvedeny v Obr.11. Je patrné, že 

produkce CAIX je významně vyšší v případě buněk 12B1. Produkce Nm23-H2 proteinu 

byla naopak vyšší u linie B210. V lyzátu buněk B210 byl navíc detekován proužek o 

molekulové váze kolem 45 kDa. Produkce proteinu SPAG9 byla u linie B210 vyšší než 

u linie 12B1. 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

 

 

Obr.11: Produkce proteinů CAIX, Nm23-H2 a SPAG9 v buněčných linií B210 a 12B1. 

Jako pozitivní kontrola sloužil lyzát buněk HeLa. Stejný výsledek jsem získala ve třech 

opakovaných pokusech.  
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Překvapivě pod hranicí detekce pomocí  WB byly proteiny TERT, Pr-3, Wt-1, cathepsin 

G, survivin, a PRAME-like 1 (viz. souhrn v Tab. 6), jejichž přítomnost je prokazována 

v lidských buňkách CML. 

 

Tab. 6: Seznam proteinů, jejichž přítomnost nebyla prokázána pomocí WB. 

Cílový protein Detekce WB 

cathepsin G negativní 

Pr-3 negativní 

PRAME-like1 negativní 

survivin negativní 

TERT negativní 

WT-1 negativní 
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Projekt 2: Příprava a vyzkoušení vakcíny z buněk geneticky 

modifikovaných tak, aby exprimovaly myší gen pro endostatin 

 

Určení účinnosti blasticidinu 

 Pro určení optimální koncentrace blasticidinu v selekčním mediu před samotným 

elektroporačním experimentem jsem nejprve otestovala vnímavost buněk B210 

k účinku blasticidinu (Graf 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Graf 2: Určení vnímavosti buněk B210 k blasticidinu. Jako kontrolu jsem použila 

buněčnou linii 12B1GM-CSF, která exprimuje gen pro blasticidinovou rezistenci. 

Optimální koncentrace pro selekci transdukovaných buněk byla stanovena 

EC100=15µg/ml. 
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WB 

Jako kontrola při selekci transdukovaných buněk sloužila suspenze 

netransfekovaných buněk, které zanikly během 10 dnů pěstování v selekčním mediu 

s antibiotikem. Po elektroporaci buněk B210 plazmidem obsahujícím gen pro myší ES a 

blasticidinovou rezistenci, byly buňky kultivovány v přítomnosti blasticidinu. Lyzáty 

buněk pěstovaných v přítomnosti blasticidinu byly testovány na přítomnost ES metodou 

WB (Obr.12). 

 

 

 

 

 

  

 

 

Obr.12: Produkce ES v transdukovaných buňkách B210/E ověřená WB.  Mateřská linie 

B210 byla transfekována plazmidem nesoucím gen pro myší ES a blasticidinovou 

rezistenci. Transdukované buňky jsem izolovala v přítomnosti blasticidinu. Buňky TE2 

sloužily jako pozitivní kontrola, mateřské buňky B210 jako negativní kontrola. 
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Po detekci ES v transfekované buněčné kultuře, byly buňky klonovány. Bylo 

získáno celkem 10 klonů, které jsem opět testovala na produkci ES. Koncentrovaná 

media z buněčných linií klonů byla pozitivní na ES ve WB pouze v 6-ti případech. Pro 

další testování jsem vybrala klon s  nejnižší (klon B210/E3) a klon s  nejvyšší produkcí 

ES (B210/E2). Výsledky jsou na Obr.13. Při testování genetické stability těchto 

buněčných klonů jsem prokázala, že produkce ES zůstává přibližně stejná, tj. buď 

vysoká, nebo nebo nízká, nejméně do 15 pasáže.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr.13: Produkce ES v transdukovaných buňkách B210/E2 a B210E/3 ověřená WB. 

V blotech jsem testovala 20x koncentrovaná media z kultur příslušných buněčných linií. 

Buňky TE2 sloužily jako pozitivní kontrola, mateřské buňky B210 jako negativní 

kontrola 
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 Proliferační test s buňkami HUVEC : testování biologické aktivity ES  

Před započetím experimentů na zvířatech bylo nutné prověřit biologickou 

aktivitu ES produkovaného transdukovanými buňkami. V testu jsem užila 

koncentrovaná media buněk B210 a B210/E2. Optickou denzitu buněk HUVEC 

pěstovaných v M200 jsem považovala za 100%. Z výsledků uvedených v Grafu 3 je 

zřejmé, že medium M200 obohacené o koncentrát z kultur buněk produkujících ES 

potlačuje proliferaci buněk HUVEC (p>0.001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Graf 3: Biologická aktivita ES produkovaného transdukovanýmii buňkami. Buňky 

HUVEC  v mediu M200, v mediu M200 obohaceném o koncentrát media z kultur 

mateřských buněk B210 (M200+B210) nebo o koncentrát z kultur  transdukovaných 

buněk B210/E2 (M200+B210/E2). 
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WB 

V dalších experimentech jsem zkoumala produkci proteinu P210
bcr-abl

 geneticky 

modifikovanými buňkami. Výsledky naznačují, že jeho produkce nebyla transdukcí 

nikterak narušena. Soudě podle síly proužku byla v  transdukovaných buňkách o něco 

vyšší než v mateřských buňkách (Obr.14). β-tubulin byl u buněk detekován jako 

kontrola nasazeného množství lyzátu. Stejný výsledek jsem získala ve třech po sobě 

jdoucích pokusech.  

 

 

  

 

 

 

 

 

Obr.14: Produkce proteinu P210
bcr-abl

 mateřskými buňkami B210 a transdukovanými 

buňkami B210/E2 a B210/E3. Buněčná linie TE2 sloužila jako negativní kontrola, β-

tubulin jako kontrola nasazení množství vzorku. 

 

V předchozí studii provedené v naší laboratoři se ukázalo, že ES-produkující 

myší buňky MK-16 (transformované virem HPV16), ztratily po transdukci genem pro 

ES svůj onkogenní potenciál a současně v nich došlo k potlačení produkce cytokinu   

IL-1α (Lakatosova-Andelova et al. 2009). Buněčnou linii B210 a od nich odvozené 

buněčné linie produkující ES jsem proto testovala na přítomnost tohoto cytokinu. 

V opakovaných pokusech nebyla zjištěna přítomnost IL-1α ani v mateřské linii ani 

v lyzátech transdukovaných buněk (výsledky neuváděny). 
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Testy onkogenního potenciálu buněk produkujicích ES 

 Pro ověření onkogenního potenciálu transdukovaných buněk, byly myši BALB/c 

inokulovány i.v. mateřskými buňkami B210 a buňkami B210/E2 a B210/E3, a to 

v dávce 10
6
,
 
5×10

5
 a 10

5
. Výsledky po podání dávky 10

6
 buněk jsou uvedeny v Grafu 4. 

Myši, kterým jsem inokulovala mateřské buňky B210, zahynuly na leukemii kolem 20. 

dne pokusu. Myši, kterým byly inokulovány buňky B210/E2 a B210/E3, přežívaly déle 

(p>0.001). Překvapivě zvířata, která neonemocněla leukemií do 30 dnů od inokulace, 

později vyvinula mnohočetné solidní intraabdominální, intrathorakální a subkutánní 

tumory. Jak ukazuje Tab. 7., solidní nádory se vytvořily téměř u poloviny zvířat 

inkulovaných 10
6
 transdukovaných buněk. Solidní nádor se vyskytl také u jedné myši, 

které byla podána dávka 5×10
5
 buněk B210/E2, ale podobné nádory nebyly nalezeny v 

žádné ze skupin zvířat, kterým byla podána dávka 10
5
 modifikovaných buněk. Zvířata, 

která onemocněla na leukemii, měla parézy, hepatosplomegalii, a byla celkově 

schvácena a naježená. Při pitvě byla prokázána infiltrace nádorovými buňkami v játrech 

a slezině. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Graf 4: Test onkogennosti mateřských buněk B210 a transdukovaných buněk B210/E2 a 

B210/E3. Buňky byly inokulovány pokusným zvířatům i.v. v dávce 10
6
 buněk. 
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Tab. 7: Incidence solidních nádorů u myší, kterým byly inokulovány i.v. buňky B210, 

B210/E2 a B210/E3 v množství 10
6
. 

Počet inokulovaných 

buněk 
B210 B210/E2 B210/E3 

10
6
 0/8* 4/8 3/8 

*počet zvířat se solidním nádorem/počet inokulovaných zvířat 

 Nádory indukované buňkami B210/E2 a B210/E3 měly podobný charakter. 

Jednalo se o rychle rostoucí solidní nádory (Obr.16), které prorůstaly do různých 

okolních tkání, avšak nikdy nepenetrovaly mukózní membránu (Obr.17). Nádory byly 

lymfoidního charakteru s nepravidelnými jádry, s hrubě granulovaným chromatinem a 

překvapivě byly dobře vaskularizované (Obr.18). Nádory indukované buňkami 

B210/E2  byly více agresivní než nádory indukované linií B210/E3, které byly menší a 

více kompaktní. Za použití metody FISH byl detekován gen bcr-abl v nádorových 

buňkách (Obr.19), což dokazuje, že nádory byly  indukovány inokulovanými buňkami. 

Z několika nádorů byly izolovány buněčné linie, u kterých byla pomocí WB detekována 

ES produkce (Obr.15). Při pitvě zvířat se solidními nádory byla pozorována 

hepatosplenomegalie stejně jako u zvířat, která zemřela na leukemii. Tyto změny 

souvisely s infiltrací nádorovými buňkami, které byly v orgánech detekovány 

hybridizačním testem. 

 

 

 

 

 

Obr.15: Produkce ES v buňkách linií odvozených od nádorů vytvořených po inokulaci 

B210/ES (1-3). Ve WB byla testována koncentrovaná media z kultur jednotlivých 

buněčných sublinií. Buňky TE2 sloužily jako pozitivní kontrola, mateřské buňky B210 

jako negativní kontrola. 
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Obr.16: Intraabdominální nádor u myši, která byla inokulována buňkami B210/E2 

v dávce 10
6
 i.v. Pitva byla provedena v 52. den po inokulaci buněk. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr.17: Nádor vzniklý po inokulaci buněk B210/E2 v dávce 10
6
, obrůstá střevo. 

Barveno hematoxylinem-eosinem (100×). Vyšetření je výsledkem spolupráce 

s pracovníky Ústavu patologie 1. lékařské fakulty UK a VFN.  
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Obr.18: Dobře vaskularizovaný nádor vzniklý po inokulaci buněk B210/E2 v dávce 

10
6
 i.v. Barveno hematoxylin-eosin (400×). Vyšetření je výsledkem spolupráce 

s pracovníky Ústavu patologie 1. lékařské fakulty UK a VFN.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr.19: Přítomnost fúzního genu bcr-abl (oranžové fluorescentní tečky) v nádoru, který 

vznikl po i.v. inokulaci buněk B210/E2 v dávce 10
6
. Vyšetřeno metodou FISH (1000×). 

Vyšetření je výsledkem spolupráce s pracovníky Ústavu patologie 1. lékařské fakulty 

UK a VFN.  
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Intramuskulární podání plazmidu obsahující gen pro ES 

 Jak už bylo zmíněno, v testu onkogenní aktivity transdukovaných buněk jsem 

zjistila změnu onkogenního potenciálu. Pro další ověření účinku ES na jeho změny jsem 

se pokusila zjistit, zda podání plazmidu nesoucího gen pro ES ovlivní onkogenní 

potenciál rodičovských, tj. netransdukovaných buněk B210. Po i.m. podání plazmidu 

(200 µg) byla sledována hladina ES v plazmě pokusných zvířat za 7 a 14 dnů po 

inokulaci.  Výsledky testu ELISA testu neodhalily změny v hladinách cirkulujícího ES 

oproti materiálům odebraným od kontrolních zvířat (Tab. 8.). Hladiny ES byly 

paradoxně o něco vyšší u myší, kterým byl inokulován kontrolní plazmid. Po aplikaci 

onkogenní dávky rodičovských buněk nebyla pozorována indukce solidních nádorů: 

zvířata standardně umírala na leukemii, která byla potvrzena pitvou.  

 

Tab. 8: Hladiny ES ve vzorcích plazmy myší, kterým byl podán kontrolní plazmid 

pBSC a plazmid nesoucí gen pro ES (pBLASTmENDO). 

skupina pBSC  pBLASTmENDO 

odběr 7. den po i.m. podání c= 66,07 ng/ml c = 44,17 ng/ml 

odběr 14. den po i.m. podání c= 58,72 ng/ml c = 41,78 ng/ml 

  

V průběhu pokusu byly odebrány vždy 2 myši z jednotlivých skupin. Získané dvojice 

vzorků plazmy byly smíchány. Hladina ES změřena v testu ELISA ve dvou paralelách. 

Výsledky reprezentují aritmetický průměr. 
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Projekt 3: Pokus o vyvolání imunity proti SDF-1α, jednomu z chemokinů, 

které podporují růst nádorů  

 Tato část projektu navazuje na práci, kterou zahájil v naší laboratoři 

V. Lučanský. V projektu jsem pak samostatně pokračovala při snaze objasnit příčinu 

změny onkogenního potenciálu po aplikaci DNA vakcíny, kódující gen pro SDF-1α. 

Výsledky jsou shrnuty v publikaci, jež je v tisku. 

 

Ověření funkčnosti plazmidu po transfekci metodou kalcium-fosfátové 

precipitace 

 Před přípravou nábojů do aparatury Gene Gun bylo potřeba plazmidovou DNA 

namnožit v bakteriální kultuře, naštěpit a otestovat expresi chemokinu v 

transfekovaných buňkách 293T. Jeho produkce byla monitorována pomocí protilátky 

proti Flagu. Obr.20 ukazuje přítomnost SDF-1α v lyzátech buněk 293T transfekovaných 

pBSC/SDF-1α. Jako kontroly sloužily obdobně připravené lyzáty  netransfekovaných 

buněk a  buněk transfekovaných prázdným plazmidem pBSC. 

 

 

                                                          1         2        3 

 

 

 

 

Obr.20: Zjišťování přítomnosti SDF-1α v kontrolních buňkách 293T (1), v buňkách 

293T transfekovaných prázdným plazmidem pBSC (2) a v buňkách 293T 

transfekovaných plazmidem pBSC/SDF-1α (3). Detekce za pomocí monoklonální 

protilátky proti Flag. 

10 kDa 
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Pokusy o detekci produkce SDF-1α, CXCR4 a HIF-1α 

 Media z buněčné kultury i lyzáty buněk 12B1 jsem testovala v testu ELISA a ve 

WB na přítomnost proteinu SDF-1α. Protein jsem nezjistila pomocí použité 

monoklonální/polyklonální protilátky ani v jednom systému. V lyzátech buněk 12B1 i 

v buněčných kulturách odvozených od nádorů indukovaných buňkami 12B1 jsem 

prokázala přítomnost CXCR4, který je receptorem pro SDF-1α. Receptorový protein 

jsem detekovala jak v cytozolové tak i v nukleární frakci buněk 12B1. Čistotu nukleární 

frakce potvrdila absence β-tubulinu. V lyzátech buněk 12B1 jsem zjistila také 

transkripční faktor HIF-1α, který indukuje nadprodukci proteinu CXCR4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Obr.21: A) Přítomnost CXCR4 v lyzátech buněk 12B1 (1) a v buňkách linií odvozených 

od nádorů indukovaných buňkami 12B1 (2-8). B) CXCR4 protein byl detekován jak v 

v cytozolové (2) tak i v nukleární frakci (3) buněk 12B1, jako kontrola sloužil lyzát 

buněk 12B1(1). C) HIF-1α v lyzátech  kontrolních buněk K562(1) a buněk 12B1(2). 
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Účinky podání plazmidu obsahujícího gen pro SDF-1α metodou gene gun in 

vivo 

Plazmid pBSC/SDF-1α byl podáván buď samostatně nebo v kombinaci se 

suboptimální dávkou plazmidu pBSC/BCR-ABL, který sloužil jako DNA vakcína. 

Předpokládali jsme, že se nám podaří vyvolat imunitu proti SDF-1α a s její pomocí 

zvýšit účinnost použité vakcíny.  Plazmid nesoucí gen pro chemokin byl inokulován 

v den 0 a poté za 7 a 14 dnů. Vakcína byla podána pouze v den 7. a v den 14. Toto 

imunizační schéma jsme zvolili, protože po třech dávkách bývala chráněna před čelenží 

všechna zvířata a případný přínos podání SDF-1α by nebylo možné určit. Za dva týdny 

po poslední imunizační dávce byly myši čelenžovány buňkami 12B1 v dávce 5x10
3
, 

odpovídající 10 LD50. Toto množství buněk vyvolává zpravidla subkutánní nádory u 

všech inokulovaných zvířat. Ve čtyřech na sobě nezávislých pokusech se zvýšil počet 

zvířat s leukemií a poklesl výskyt solidních nádorů u zvířat, kterým byl podán plazmid 

pBSC/SDF-1α, a to jak samostatně tak i v kombinaci s vakcínou  pBSC/BCR-ABL. 

Souhrn všech čtyř pokusů ukázal (Graf 5), že popsané změny byly statisticky 

významné. Imunologické testy v podstatě vyloučily, že by vznikla humorální či buněčná 

imunita proti zkoumanému chemokinu. 
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Graf 5: A) Výskyt solidních nádorů byl vyšší a nádory se vyvinuly dříve u myší, kterým 

nebyl aplikován plazmid pBSC/SDF-1α, než u zvířat, která plazmid dostala. Rozdíl byl 

jak u myší, které byly imunizovány bcr-abl-vakcínou tak i u myší neimunizovaných 

statisticky významný (p=0,0115 resp. p=0,0023). B) Výskyt leukemií byl vyšší u skupin 

zvířat, která dostala plazmid  SDF-1 než u myší, které nedostaly plazmid, a to bez 

ohledu na to, zda byly či nebyly imunizovány bcr-abl-vakcínou. C) Výskyt leukemií u 

myší, kterým byl či nebyl podán plazmid s genem pro SDF-1α, bez ohledu na to, zda 

byla imunizovaná plazmidem nesoucím gen pro bcr-abl. Rozdíl je statisticky významný 

(p=0,0265). 
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Testování proteinu SDF-1α v plazmě myší po podání plazmidu obsahující 

gen pro SDF-1α  

 Pro získání dalších informací o našem systému jsem se pokusila zjistit, zda by 

bylo možné prokázat v plazmě zvýšenou hladinu chemokinu po třech následných 

inokulacích plazmidu nesoucím jeho gen. Plazmy byly získány v době čelenže buňkami 

12B1 a na konci pokusu, kdy nádory zvířat dosahovaly velikosti 400mm
2
. Z výsledků 

(Graf 6) je patrné, že v době čelenže byly hladiny SDF-1α jen o málo vyšší než u 

kontrolní skupiny, které byl podán kontrolní plazmid pBSC. Na druhé straně, v plazmě 

myší, která byla odebrána na konci pokusu, jsem objevila mnohonásobně vyšší hladiny 

proteinu SDF-1α než u vzorků plazmy odebraných v  době inokulace, a to jak u zvířat, 

která byla inokulována plazmidem nesoucím gen pro chemokin či prázdným 

plazmidem. To svědčí o tom, že stroma nádorů vyvolané buňkami 12B1 bylo velmi 

výrazným producentem chemokinu.  

 

 

 

 

Graf 6: Koncentrace proteinu SDF-1α v plazmě myší, kterým byl inokulován plazmid 

s genem pro SDF-1α bezprostředně po s.c. inokulaci buněk 12B1 (A) a na konci pokusu, 

kdy zvířata, která nezahynula na leukemii, vytvořila solidní subkutání nádory (B). 

V grafu jsou uvedeny průměry hodnot naměřených u jednotlivých myší. 
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Diskuze 

Projekt 1: Identifikace TAA v buňkách myších buněčných linií B210 a 12B1, 

které byly transformovány fúzním genem bcr-abl a produkují protein Bcr-

Abl 

 TAA byly poprvé identifikovány u pacientů s melanomem a s renálním 

karcinomem (Novellino et al. 2005). Postupným uplatňováním serologického 

screeningu cDNA (SEREX) (Scanlan 2001; Tureci et al. 2005) jejich počet pořád 

vzrůstá. Pro dokumentaci a archivaci dat o antigenech byla zřízena elektronická 

databáze SEREX http://ludwig-sun5.unil.ch/CancerImmunomeDB/. Jejím iniciátorem 

byl nedávno zesnulý Dr. Lloyd Old (Cancer Research Institute, NY, USA). Vytvořila ji 

skupina Dr. Victora Jongeneela (Ludwig Institute for Cancer Research, Lausanne, 

Švýcarsko). Vzhledem k vývoji nových, senzitivnějších metod detekce proteinů a 

definování jejich vlastností bude počet TAA v budoucnu dále vzrůstat. Řada LAA byla 

popsána u pacientů s CML (Greiner and Schmitt 2008; Riley et al. 2009; Smahel 2011; 

Rohon 2012; Qin et al. 2013). Pro vývoj terapeutických vakcín proti CML a pro 

následné monitorování jejich účinku, je třeba rozšířit naše současné vědomosti o 

přítomnosti LAA a konfrontovat je s dosud známými funkcemi příslušných proteinů 

(Greiner and Schmitt 2008).  

 Cílem studie byla částečná proteomová analýza dvou myších buněčných linií 

B210 a 12B1, které byly v předchozích letech na našem oddělení hojně využívány 

k experimentům in vivo i in vitro (Jelinek et al. 2005; Ludvikova et al. 2005; Lucansky 

et al. 2009; Sobotkova et al. 2009; Petrackova et al. 2009; Petrackova et al. 2010). Obě 

linie patří do lymfoidní řady, ale liší se vývojovým stupněm. Podle exprese 

povrchových markerů jsou buňky 12B1 klasifikovány jako pre-B, zatím co buňky B210 

jako pro-B buňky. Bez ohledu na to tvoří přibližně stejné množství proteinu P210
bcr-abl

. 

Liší se však v mnoha biologických vlastnostech jako je morfologie, exprese MHC I 

molekul a v onkogenním potenciálu (Sobotkova et al. 2005). Obě linie indukují po i.v. 

podání leukemii. Mohlo by se zdát nečekaným, že diferencovanější buňky 12B1 tak činí 

s více než stonásobně vyšší účinností než méně diferencované buňky B210. Krom toho 

buňky12B1 po s.c. podání indukují u pokusných zvířat solidní nádory charakteru 
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lymfomů. Je též hodné pozoru, že lze poměrně snadno vyvolat imunitu proti buňkám 

B210, ale daleko obtížněji proti buňkám 12B1. Cílem mého projektu bylo rozšíření 

znalostí o produkci LAA těmito dvěma liniemi a na základě zjištěných rozdílů se 

pokusit vysvětlit jejich odlišné chování in vivo. 

 Toto úsilí proběhlo ve dvou fázích. V první bylo využito nabídky firmy Kinexus  

vyšetřit pomocí protilátkových mikroarrayů lyzáty buněk obou linií na přítomnosti 800 

proteinů, které hrají roli při buněčném růstu. Ve druhé fázi jsem se pokusila 

v buněčných lyzátech prokázat přítomnost myších analogů proteinů, o kterých je 

známo, že jsou produkovány v buňkách pacientů s CML.  

 Pro vyšetření signálních proteinů byl využit komerční servis Kinexus Antibody 

microarray analysis (KAMA) s následující detekcí vybraných proteinů pomocí WB. S  

pomocí KAMA byly mezi liniemi 12B1 a B210 detekovány statisticky významné 

rozdíly v produkci 31 proteinů. V případě buněk 12B1 byla zjištěna zvýšená produkce 

12-ti proteinů; tu však potvrdil spolehlivější WB pouze u 2 proteinů, a to integrinu β1, a 

CAMK4. V případě buněk B210 byla zjištěna zvýšená produkce u 19 proteinů, což 

potvrdilo vyšetření WB pouze u 7 proteinů, a to PKM2, MAPK (izoformy p38γ a p38α), 

Hsp90, Erk2,CASP5 a CASP7. Rozpor mezi výsledky obou testů by mohl souviset s 

jejich rozdílnou citlivostí, se skutečností, že v mikroarrayích se detekují proteiny 

v nativní formě a konečně s mnohem vyšším rizikem falešně pozitivních výsledků 

v tomto testu. 

Posledně uváděný faktor pokládám za nejpravděpodobnější a budu se na tomto 

místě zabývat jen možným vlivem zvýšené exprese zmíněných dvou proteinů na vysoký 

onkogenní potenciál buněk 12B1. Prvním proteinem, jehož zvýšená produkce 

v buňkách 12B1 byla prokázána jak v proteinových mikroarrayích tak ve WB, byl 

integrin β1. Je známo, že Bcr-Abl ovlivňuje  adhezivitu buněk na fibronektin: jeho 

zvýšená produkce snižuje schopnost takové vazby (Barnes et al. 2005). Vazbu 

zprostředkovává integrin β1, pro který je ligandem fibronektin. Buňky B210 a 12B1 

produkují relativně stejné množství proteinu P210
bcr-abl

. Původně jsem se domnívala, že 

vysoká produkce integrinu je spojena se schopností buněk 12B1 tvořit solidní nádory. 

Při zkoumání vazby buněk na fibronektin in vitro se však překvapivě ukázalo, že se 

k fibronektinu váží daleko lépe buňky B210, které produkují podstatně méně 
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integrinu β1 než buňky 12B1 (Dr. Kuželová, nepublikované výsledky). Pro naše 

pozorování nemám smysluplné vysvětlení, ale naše výsledky naznačují, že adhezivita 

buněk k fibronektinu není přímo závislá na produkci Bcr-Abl. Lze proto vyslovit 

domněnku, že rozpor by mohl souviset s expresí jiných povrchových molekul, které 

reprezentují rozličné fáze vývoje buněk B. Snad je též možné, že zvýšená adheze buněk 

B210 nebyla zprostředkována integrinem β1 ale jinými molekulami jako jsou heparan-

sulfátové proteoglykany. Kináza CAMK4 (v starších pracech označovaná jako CAMK-

Gr) byla v mikroarrayích zjištěna v nadbytečném množství v buňkách B210. Výsledky 

spolehlivějšího WB byly však opačné: zvýšená produkce CAMK4 byla zjištěna 

v buňkách 12B1. Toto pozorování posiluje již vyslovené podezření, že část nálezů 

získaná v mikroarrayích byla falešně pozitivních. CAMK4 je přítomna v omezeném 

počtu tkání. Byla detekována zejména v mozku a T-lymfocytech, ale též ve varletech, 

kůži a v kostní dřeni (Means 2000). Je lokalizována v jádrech. Je multifunkční protein-

kinázou. Aktivuje jí vzestup hladiny nitrobuněčného kalcia. Je považována za součást 

dráhy vedoucí k aktivaci antiapoptických signálních drah. Inhibice CAMK4 zvýšila 

apoptózu v kultivovaných nádorových buňkách (Rodriguez-Mora et al. 2006). Zvýšená 

exprese CAMK4 byla v minulosti pozorována u celé řady lidských nádorů, včetně 

malobuněčného karcinomu plic (Williams et al. 1996), karcinomu ovaria (Takai et al. 

2002) a endometriálního karcinomu (Shang et al. 2003). Zjištění, že procento 

pozitivních buněk dobře korelovalo s  histologickou klasifikací a nepříznivým 

průběhem nemoci, silně svědčí pro to, že enzym hraje roli v progresi nádorů. 

Skutečnost, že není exprimován v buňkách B, ale produkují jej pre-B buňky 12B1, činí 

pravděpodobnou jeho účast v jejich vysokém onkogenním potenciálu. Za zmínku stojí, 

že buňky B, které byly transformovány onkogenem viru EB, který se označuje jako 

LPM-1, začaly produkovat  CAMK4 (Mosialos et al. 1994). 

 Nyní pár slov o proteinech, které jsou účinněji tvořeny buňkami B210. 

Protein Hsp90 byl popsán jako protein vážící se na P210
bcr-abl 

(Nimmanapalli et al. 

2001), takže jeho přítomnost v Bcr-Abl-pozitivních buňkách se dala očekávat. Dalšími 

proteiny, které byly více produkované v buňkách B210 patří do rodiny MAPKs. Jde o 

proteiny  p38 a Erk2. Oba se v buňkách tvoří jako důsledek aktivace kaskády Ras 

proteinem P210
bcr-abl

 (Marley and Gordon 2005). Je známo, že MAPKs se podílí na celé 

řadě základních buněčných procesů. Delece p38α MAPK vede ke zvýšené proliferaci 
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nádorových buněk (Hui et al. 2007a). Krom toho, že buňky deficientní v p38α MAPK 

mají vyšší proliferační aktivitu, u neonatálních i dospělých myší mají sníženou 

schopnost diferenciace. Jedinci s buňkami deficientními v p38α mají zvýšenou 

náchylnost k nádorovému onemocnění (Hui et al. 2007b). Produkce proteinu p38α byla 

v buňkách  12B1 snížena přibližně o 65 % ve srovnání s buňkami B210. Na základě 

uvedených pozorování je možné vyslovit domněnku, že vyšší onkogenní potenciál 

buněk 12B1 souvisí se sníženou produkcí p38αMAPK. Protein p38MAPK se produkuje 

ve čtyřech izoformách. V buňkách B210 buněk byla detekována i jeho izoforma γ. 

V minulosti bylo prokázáno, že současná produkce p38γMAPK a p38αMAPK indukuje 

senescenci buněk (Kwong et al. 2009). Ta by se mohla uplatnit při s.c. podání buněk 

B210, které nevyvolá nádorové onemocnění, ale má výrazný imunizační efekt: vyvolá 

protekci k následné i.v.čelenži i po podání poměrně malých dávek. Lze předpokládat, že 

kromě imunitních reakcí se při tom uplatňuje i indukovaná senescence, která snižuje 

proliferaci buněk a ty pak postupně podléhají apoptóze. Moji domněnku podporuje i 

skutečnost, že v buňkách B210 byla zjištěna zvýšená produkce kaspáz CASP5 a 

CASP7, které hrají významnou roli v buněčné apoptóze. Další zjištěné malé rozdíly ve 

prospěch buněk B210 lze jen obtížně interpretovat. PKM je terminálním enzymem 

glykolýzy. Jako takový ovlivňuje schopnost proliferace buněk. PKM2 je jeho 

onkofetální izoformou. Podporuje růst nádorů a některými je považován za vhodný 

terapeutický cíl. Kontrolní mechanizmy jeho exprese jsou však složité a sestřih 

genetické informace ovlivňuje jeho funkce. PKM2 kromě toho, že působí jako protein-

kináza, funguje i jako transkripční faktor, to znamená, že má kromě metabolických i 

nemetabolické funkce (Filipp FV 2013). V současné chvíli je proto téměř nemožné určit 

jeho vliv na rozdílné vlastnosti buněk B210 a 12B1. Složitá je situace i v případě Erk2, 

který reguluje mnoho buněčných proteinů. I když existují publikace ukazující, že Erk2 

by mohl přispívat k agresivitě některých solidních nádorů (Kong et al. 2013; Imada et 

al. 2013), poslední výzkumy naznačují, že jeho aktivita může mít za následek jak 

buněčnou proliferaci, tak i diferenciaci, senescenci a apoptózu (Deschénes-Simard et al. 

2014). 

Při měření produkce myších analogů LAA jsem nenacházela mezi zkoumanými 

buněčnými liniemi žádné rozdíly s výjimkou proteinů CAIX, Nm23-H2 a SPAG9. 

Soudí se, že všechny tři jsou produkovány jako důsledek působení fúzního proteinu 
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Bcr-Abl. Protein CAIX byl ve zvýšené míře vytvářen v buňkách 12B1. Je to 

membránový protein, který patří do rodiny karboanhydráz. Tento katalyticky aktivní 

enzym je spojen s hypoxií, která doprovází růst nádorů. Při katalytickém procesu vzniká 

kyselý vodíkový kationt, který způsobuje acidózu mikroprostředí. V  kyselém 

mikroprostředí nádoru se častěji vyskytují růstové faktory a charakterizuje je genová 

nestabilita, buněčná adheze a tendence k tvorbě metastáz (Stubbs et al. 2000). Kromě 

toho buňky, které produkují CAIX regulují lépe intracelulární pH a tím získávají 

výhodu lépe přežívat v kyselém prostředí (Morgan et al. 2007). Kromě katalytické 

podjednotky CAIX navíc obsahuje ve své molekule proteoglykanový segment, který 

zprostředkovává buněčnou adhezi (Zavadova and Zavada 2005) proteinu CAIX. Podle 

jiných nálezů snižuje mezibuněčnou adhezi v důsledku redukce E-cadherinu (Svastova 

et al. 2003), čímž usnadňuje invazivní růst. CAIX je nadbytečně vytvářena v mnoha 

lidských karcinomech (Zavada et al. 1993). Přítomnost CAIX v nádorových buňkách je 

považována za indikátor špatné prognózy (Giatromanolaki et al. 2001; Hussain et al. 

2007; Choschzick et al. 2011). Na základě těchto a dalších nálezů (Pastorekova et al. 

1992; Zavada et al. 2000) je CAIX považována za proto-onkogen (Potter and Harris 

2003), který hraje roli v kontrole buněčného růstu a buněčné transformaci. Tyto dřívější 

poznatky ve svém souhrnu činí možným, že vyšší onkogennost buněk 12B1 a tvorba 

solidních tumorů po s.c. inokulaci souvisí s produkcí. Pokud je nám známo, detekce 

proteinu CAIX v našich buňkách je první zprávou o jeho přítomnosti v buňkách 

rodiny B. 

 U buněčné linie B210 byl v lyzátech detekován pomocí polyklonální 

protilátky proti Nm23-H2 proužek o molekulové váze 45kDa. Je možné, že šlo o 

nespecifickou reakci. Nelze však vyloučit, že zmíněný proužek reprezentuje přítomnost 

myšího proteinu Nm23-H7 (Mehus,J.G.:http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AAF2090

6.1). Nm23-H7 hraje významnou roli v regulaci exprese Oct4, Nanog, Klf4, c-Myc, 

telomerázy, Dnmt3B, Sox2 a ERas (Wang et al. 2012). V buňkách B210 se produkovalo 

více proteinu SPAG9 než v buňkách 12B1. Nedávno byl tento protein popsán jako 

jeden z 8 proteinů nadějných pro imunoterapii CML (Smahel 2011). Připomeňme, že u 

velké většiny pacientů s nádory ovarií, děložního čípku, ledvin, tlustého střeva byly 

zjištěny protilátky proti tomuto proteinu (Suri et al. 2012). Snažší navození protekce 

vůči buňkám  B210 by mohlo souviset s jeho vyšší produkcí. U pacientů s CML byly 
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detekovány protilátky proti proteinu SPAG9 ve všech fázích nemoci (Kanojia et al. 

2010). 

Překvapivě nebyly u žádné buněčné linie detekovány proteiny TERT, cathepsin 

G, Pr-3, PRAME-like 1, survivin ani Wt-1. Zkoumané buňky uvedené proteiny buď 

vůbec neprodukují anebo je produkují v množství neprokazatelném pomocí WB. 

Přítomnost mRNA pro jednotlivé proteiny nebyla zjišťována, nicméně jsem si vědoma 

toho, že i případná její přítomnost není zárukou tvorby proteinu.  

Chci zdůraznit, že má interpretace jednotlivých nálezů má do značné míry 

spekulativní charakter. Její správnost by se dala potvrdit či vyloučit sérií transdukčních 

pokusů s geny, o které jde, či selektivní inaktivací jejich exprese. Domnívám se, že mé 

nálezy skýtají vodítka pro takové pokusy. 

 

Projekt 2: Příprava a vyzkoušení vakcíny z buněk geneticky 

modifikovaných tak, aby exprimovaly myší gen pro endostatin 

 Původním záměrem tohoto projektu bylo prověřit možnost využít geneticky 

modifikované buňky B210 jako protinádorové vakcíny potlačující neoangiogenezi. Pro 

přípravu transdukovaných buněk jsem použila bicistronický plazmid nesoucí gen pro 

myší ES a gen pro blasticidinovou rezistenci. Genově modifikované buňky jsem 

selektovala v mediu s blasticidinem v koncentraci, která se ukázala být vhodnou na 

základě výsledků získaných při určování vnímavosti buněk B210 k blasticidinu. 

Z populace transdukované linie B210/E jsem izolovala celkem 10 klonů, které se silně 

lišily v produkci ES. Pro experimenty jsem vybrala dva z nich, které byly svou produkcí 

ES na opačných koncích spektra. Buňky s nejvyšší produkcí ES (B210/E2) a buňky s 

nejnižší produkcí ES (B210/E3) jsem vybrala, abych mohla určit vliv produkce ES na 

chování buněk in vivo. Před zahájením pokusů na zvířatech jsem potvrdila biologickou 

aktivitu ES tvořeného transdukovanými buňkami na buňkách HUVEC. Navíc jsem 

zjistila, že obě linie jsou geneticky stabilní: spolehlivě produkovaly přibližně stejná 

množství ES nejméně do 15. pasáže. Protože jsem byla inspirována výsledky 

předchozích pokusů provedených v naší laboratoři s jinými nádorovými buňkami 

(Lakatosova-Andelova et al. 2009), vyšetřila jsem rodičovské i transdukované buňky na 

přítomnost IL-1α. Výsledky byly negativní. 
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 Mimořádně zajímavými se ukázaly být výsledky testů onkogenního potenciálu 

transdukovaných buněk. Při srovnání s mateřskou linií B210, byly transdukované buňky 

méně onkogenní, ale na rozdíl od dříve zkoumaných, obdobně transdukovaných buněk 

MK16 (Lakatosova-Andelova et al. 2009), onkogenní aktivitu neztratily. Po i.v. 

inokulaci mateřských buněk B210 v dávce 10
6 

, zvířata umírala na leukemii kolem 20. 

dne po inokulaci. Myši, které tuto kritickou dobu přežily a nezahynuly do 30. dne po 

inokulaci, začaly tvořit mnohočetné, rychle rostoucí intrathorakální, intraabdominální a 

subkutánní solidní nádory. Sluší se podotknout, že mateřské buňky B210 vyvolávají 

solidní nádory jen zcela výjimečně (méně než 1% inokulovaných zvířat, Sobotková et 

al., nepublikované výsledky). Buňky nádorů vyvolaných transdukovanými buňkami 

produkovaly ES, stejně tak jako linie od nich odvozené, takže změna onkogenního 

potenciálu nebyla vyvolána ztrátou nebo umlčením transgenu v buňkách. Nádory byly 

překvapivě velmi dobře vaskularizované bez známek nekrózy. Z těchto výsledků je 

zřejmé, že ES, který produkovaly transdukované buňky, nebyl s to potlačit angiogenezi 

v našem experimentálním modelu. K vysvětlení pozorovaného jevu se nabízí několik 

možných vysvětlení. 

 Je pravděpodobné, že aktivita proangiogenních faktorů přítomných 

v mikroprostředí nádoru a produkovaných samotnými nádorovými buňkami umožnila 

angiogenezi utlumením účinku ES.  V minulosti byla popsána řada proangiogenních 

faktorů, které se produkují v buňkách pacientů s CML (Sillaber et al. 2004). Takové 

buňky mají zřejmou výhodu ve formě rezistence vůči protiangiogenním terapeutickým 

intervencím. Také v nádorových buňkách modifikovaných tak, aby produkovaly některý 

protiangiogenní faktor, jako jsou ES, trombospondin nebo tumstatin, byla detekována 

zvýšené exprese proangiogenních faktorů VEGF a PDGF, která nebyla zjištěna u 

rodičovských, tj. nemodifikovaných buněk (Fernando et al. 2008). Protiangiogenní 

léčba zaměřená proti signální kaskádě VEGF byla spojena s vyšší invazivitou a 

metastatickým potenciálem nádorových buněk, proti kterým byla léčba cílena (Ebos et 

al. 2009; Paez-Ribes et al. 2009). Je také možné, že bohatá vaskularizace v našem 

experimentálním modelu vznikla z nediferenciovaných nádorových buněk, které se 

účinkem určitých produktů mikroprostředí nádoru transdiferencovaly na buňky, jež 

obsahují markery endotelií. Jev je onačován jako vaskulogenní mimikry (Maniotis et al. 

1999; Hillen and Griffioen 2007). Dalším zajímavým pozorováním byly rozdílné 
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vlastnosti nádorů vyvolaných transdukovanými buňkami s vysokou produkcí a nízkou 

produkcí ES. Buňky linie B210/E2 indukovaly agresivnější a vícečetné nádory než 

buňky B210/E3. Ty byly menší a vůči okolí lépe ohraničené, ačkoli se svými 

histologickými charakteristikami nijak výrazně neodlišovaly od nádorů vytvořených 

buňkami druhé linie. Je možné, že se v popsaných vlastnostech projevila interklonální 

variabilita daná množstvím vytvářeného ES, avšak pro takový výklad by bylo třeba 

testovat více než dva buněčné klony. 

 Snaha o ovlivnění onkogenního potenciálu rodičovských buněk B210 

intramuskulární inokulací plazmidu s genem pro ES se nesetkala s úspěchem. Dle 

Blezingera a spol. (Blezinger et al. 1999) byla očekávána nejvyšší hladina ES po 7. dnu 

od i.m. podání, avšak ELISA testy nedetekovaly žádné zvýšené koncentrace proteinu a 

hladiny ES byly srovnatelné s hodnotami získanými od kontrolních skupin zvířat. Tento 

výsledek asi souvisí s nízkou účinností transfekce in vivo (Heslop et al. 2003). 

Je velmi obtížné vysvětlit, proč transdukované buňky měly tendenci tvořit 

solidní nádory, které nejsou běžné při inokulaci mateřskými buňkami B210. Jak se dalo 

očekávat, myši, u kterých se objevily solidní nádory, měly také symptomy probíhající 

leukemie, jako je hepatosplenomegalie a přítomnost nádorových buněk v periferní krvi 

a ve slezině. Nicméně z výsledků vyplývá, že se snížila schopnost geneticky 

modifikovaných buněk vyvolat smrtící leukemii a naopak se podstatně zvýšila jejich 

schopnost indukovat solidní nádory. Je možné, že schopnost tvořit solidní nádory je 

vlastní i rodičovským buňkám B210, ale že v jejich případě je inkubační doba podstatně 

delší, a že teprve potlačení leukemického potenciálu skýtá dostatečně dlouhý čas pro 

jejich vznik. V této souvislosti stojí za zmínku pozorování, které do jisté míry 

vyslovenou domněnku podporuje. U části zvířat inokulovaných rodičovskými buňkami 

B210, kterým byl podáván imatinib mesylát (Gleevec), se po ukončení terapie, 

vytvořily solidní nádory (nepublikované pozorování). 

Nabízí se i další vysvětlení. Buňky B210 produkují integrin β1, i když 

v množství nižším než buňky 12B1. Jak jsem již zmínila, buňky B210 se váží in vitro na 

fibronektin lépe než buňky 12B1. To naznačuje, že integrin je - alespoň v tomto směru- 

v buňkách B210 více funkční než v buňkách 12B1. Fibronektin není však jediným 

ligandem pro integrin β1, ten se také váže na ES (Barczyk et al. 2010). Je možné, že 
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modifikací buněk B210 tak, aby produkovaly ES, byla podstatně zvýšena jejich 

vzájemná vazebnost, jež usnadnila tvorbu solidních nádorů, tvorbu mikroprostředí a 

zároveň možnost vybalancovat hladinu ES zvýšenou tvorbou proangiogenních faktorů.  

 

 

Projekt 3: Vyvolání imunity proti SDF-1α, jednomu z chemokinů, které 

podporují růst nádorů  

 Původním cílem projektu bylo navodit imunitní odpověď proti SDF-1α a tím 

posílit účinnost vakcín zaměřených proti buňkám transformovaným fúzním genem bcr-

abl. Pro čelenž bylo použito buněk 12B1, protože tvoří po subkutánní inokulaci solidní 

nádory, jejichž velikost lze použít jako spolehlivý ukazatel síly imunitních reakcí. 

Nepodařilo se nám prokázat, že by opakované nitrokožní podání plazmidu, který nesl 

gen pro SDF-1α, rezultovalo ve vzniku buněčné či humorální imunity k tomuto 

proteinu. Z výsledků pokusů, s nimiž začal Dr. Lučanský, vyplynulo zajímavé zjištění: 

„vakcína“ pBSC/SDF-1α výrazně ovlivnila onkogenní potenciál buněk 12B1. U zvířat, 

kterým byl podán plazmid pBSC/SDF-1α samostatně, ale i v kombinaci s plazmidem 

pBSC/BCR-ABL byl zvýšený počet zvířat, která umírala na leukemii a netvořila solidní 

nádory tak často jako zvířata kontrolní. To byl efekt právě opačný tomu, který jsem 

zaznamenala v právě popsaném systému buněk B210 geneticky modifikovaných tak, 

aby tvořily ES. Tato pozorování vypovídají o labilitě onkogenního potenciálu obou 

buněčných linií. 

 O povaze výše uvedeného jevu je možné pouze spekulovat. Získané výsledky 

pravděpodobně souvisí s vlastnostmi použitých buněk. Buňky 12B1, které jsou 

charakterizovány jako pre-B buňky, produkují protein Bcr-Abl a také CXCR4, který je 

receptorem pro SDF-1α, a HIF-1α, který jako transkripční faktor zvyšuje produkci 

CXCR4 (Cronin et al. 2010) a významně podporuje přežívání leukemických buněk v 

myším modelu CML (Zhang et al. 2012). Úloha chemokinu SDF-1α v patogenezi 

leukemie je spojována s osou SDF-1α/CXCR4 (Kittang et al. 2010). Interakce ligandu 

SDF-1α s receptorem CXCR4 vede ke zvýšené adhezi leukemických buněk k 

stromálním buňkám kostní dřeně, ale i k buňkám tzv. extramedulárních nik a k jejich 

zvýšené proliferaci a diferenciaci. Náš model se přibližuje k experimentální nemoci 
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navozené u NOD-SCID myší podáním lidských ALL buněk (Kawaguchi et al. 2009; 

Kato et al. 2011).  U takových myší byla zjištěna významná role extramedulární niky 

nacházející se v okolí žlučovodu. V ní se akumulovaly nádorové buňky. Podobná 

situace mohla nastat v našem experimentálním uspořádání, kdy po podání plazmidu s 

genem pro SDF-1α mohlo dojít k formování extramedulárních nik, které podpořily 

leukomogenní efekt buněk 12B1. Podobný proces byl popsán v souvislosti s rolí SDF-

1α i u AML (Sison and Brown 2011). 

Při interpretaci našich pozorování je třeba vzít v úvahu úlohu proteinu Bcr-Abl, 

který je buňkami 12B1 produkován. Jeho efekt na aktivitu SDF-1α není však dosud 

zcela jasný. Některé studie popisují inhibiční vliv proteinu Bcr-Abl na chemotaktickou 

aktivitu SDF-1α (Durig et al. 2000; Ptasznik et al. 2002; Geay et al. 2005; Chen et al. 

2008). Podobně vyznívají i studie s  bcr-abl-pozitivními buňkami. V nich bylo 

zjišťováno potlačení P13KC2γ (Yu et al. 2010), zvýšená exprese β2 integrinu LFA-1 

(Chen et al. 2008), aktivace GTPáz (Chang et al. 2009) a Lyn kinázy (Tabe et al. 2012). 

Existují však i pozorování aktivačního vlivu proteinu Bcr-Abl  na SDF-1α, který se 

projevuje zvýšenou indukovanou migrací a transformací buněk. Ve stejné studii byl 

popsán vliv SDF-1α na tvorbu pseudopodií u nádorových buněk, který nebyl provázen 

utlumením aktivity proteinu Bcr-Abl (Fruehauf et al. 2002). Krom toho byl pozorován 

vliv SDF-1α na proliferaci primitivních hematopoetických buněk (Cashman et al. 2002).  

 Na základě zmíněných pozorování by bylo možno chování 12B1 buněk v 

experimentu vysvětlit tak, že SDF-1α způsobil zrychlenou migraci buněk 12B1 do 

extramedulárních nik. Rychlou migrací buněk z místa inokulace došlo k výraznému 

lokálnímu snížení počtu nádorových buněk, takže jich nezbývalo dost pro vznik 

solidního nádoru. Ve hře ale mohlo být i snížení adhezivity buněk 12B1 k nádorovému 

stromatu, které mohlo způsobit, že buňky 12B1 solidní nádor tvořily s nižší účinností. 

  Vysoké hladiny proteinu SDF-1α v plazmě zvířat, která měla nádory, 

pravděpodobně pocházela z  funkčního nádorového stromatu buněk a podporovala 

migraci buněk 12B1. 

 Nicméně kromě samotného SDF-1α se mohly na procesu změny onkogenního 

potenciálu podílet i další faktory. Je nutné si uvědomit, že chemokiny nejsou v systému 

in vivo izolované, ale že ovlivňují celou řadu signálních kaskád a interreagují s dalšími 
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molekulami v organismu. Navíc je potřeba brát v úvahu přítomnost fúzního proteinu 

Bcr-Abl, který ovlivňuje řadu drah včetně osy SDF-1α/CXCR4. Kromě toho byla 

popsána řada chemických substancí jako např. PGE2, kyselina hyaluronová, fibrinogen 

a další, které ovlivňují reaktivitu buněk s SDF-1α (Ratajczak et al. 2013). 

 Vysvětlit jednoznačně změnu onkogenního potenciálu buněk 12B1 související 

s inokulací genu kódujícího SDF-1α není v daný moment možné. Každá z citovaných 

studií byla provedená na jiném modelu a pokusy o uplatnění jejich často protichůdných 

výsledků v zásadně odlišném experimentálním uspořádání je spojeno s mimořádně 

velkými obtížemi. 

 

Závěr 

Projekt 1: Identifikace TAA v buňkách myších buněčných linií B210 a 12B1, 

které byly transformovány fúzním genem  bcr-abl a produkují protein Bcr-

Abl 

 Snažila jsem se objasnit rozdílné chování buněk B210 a 12B1 in vitro a in vivo. 

Za využití komerčního servisu Kinexus byly identifikovány rozdíly v produkci několika 

signálních proteinů ve zkoumaných liniích a za použití monoklonálních i 

polyklonálních protilátek ve WB byly detekovány LAA. Při monitorování signálních 

proteinů byla zvýšená produkce buňkami 12B1 zjištěna v případech integrinu β1 a 

CAMK4. Zatímco úloha integritu β1 není jasná, známé funkce proteinu CAMK4 činí 

možným, že je alespoň z části odpovědný za vyšší proliferaci, agresivitu a adhezivitu 

buněk 12B1. V dalších pokusech o průkazy přítomnosti LAA jsem nalezla v lyzátech z 

buněk 12B1 zvýšenou hladinu CAIX, katalytického proteinu, který hraje významnou 

úlohu v buněčných procesech adaptujících se na acidifikaci nádorového prostředí. Ten 

by se rovněž mohl podílet na zvýšené patogenitě buněk 12B1. Nejvýznamnějšími 

nálezy týkající se buněk B210 byly zvýšené hladiny proteinů MAPK, které mohou 

zodpovídat za jejich nižší onkogenní potenciál, a proteinů CASP5 a CASP7, které se 

účastní procesu  buněčné apoptózy. Na základě shrnutí našich výsledků lze říci, že 

proteomová analýza prohloubila znalosti o antigenní struktuře Bcr-Abl-pozitivních linií 

B210 a 12B1. Věřím, že současné výsledky bude možné využít při dalším pátrání po 
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mechanismech odpovědných za onkogenní potenciál buněk transformovaných fúzním 

genem bcr-abl. 

 

Projekt 2: Příprava a vyzkoušení vakcíny z buněk geneticky 

modifikovaných tak, aby exprimovaly myší gen pro endostatin 

 Snažila jsem se vytvořit vakcínu z buněk modifikovaných tak, aby nebyly s to 

vyvolat leukemii, protože potlačí angiogenezu, která je pro její vývoj nezbytným 

předpokladem. Pro vývoj vakcíny jsem použila buňky  B210, které byly transfekované 

bicistronickým plazmidem nesoucím gen pro myší ES a blasticidinovou rezistenci. Od 

transdukované linie jsem odvodila 10 klonů, které produkovaly ES. Populace klonů byla 

velmi heterogenní, pokud šlo o produkci ES. Pro další experimenty jsem vybrala dva 

klony, výrazně se lišící v produkci ES. Tyto sublinie produkovaly ES spolehlivě 

nejméně do 15. pasáže. V proliferačním testu s buňkami HUVEC jsem potvrdila 

biologickou aktivitu ES. Získané sublinie byly použity k experimentům na zvířatech. Při 

ověření onkogenního potenciálu byly získány velmi překvapivé výsledky. 

Leukemogenní potenciál transdukovaných buněk byl snížen, ale zachován. 

Zaznamenala jsem však tvorbu solidních nádorů téměř u poloviny experimentálních 

zvířat inokulovaných 10
6
 buněk. Výskyt solidních nádorů se snižoval s dávkou 

inokulovaných buněk. Nádory byly bohatě vaskularizované bez známek nekrózy. 

V nádorových buňkách byla potvrzena přítomnost Bcr-Abl. Buněčné linie odvozené od 

nádorů produkovaly ES.  

  

Projekt 3: Vyvolání imunity proti SDF-1α, jednomu z chemokinů, které 

podporují růst nádorů  

 Tento projekt byl pokračováním práce kolegy Lučanského. Pokusila jsem se 

objasnit, proč podání plazmidu obsahujícího gen pro SDF-1α, způsobuje změnu 

onkogenního potenciálu buněk 12B1 in vivo, ve smyslu potlačení výskytu solidních 

nádorů a zvýšení leukemogeneze.  

 Testovala jsem produkci dalších proteinů v lyzátech buněk 12B1. Potvrdila jsem 

silnou produkci receptoru pro SDF-1α, který se označuje jako CXCR4, a transkripčního 
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faktoru HIF-1α, který je silným induktorem CXCR4. Tento protein jsem zjistila jak 

v cytoplazmě, tak v izolovaných buněčných jádrech. Produkci SDF-1α jsem v lyzátech 

buněk nezjistila ani ve WB ani v ELISA testu. V době čelenže jsem zjistila jen mírné 

navýšení cirkulujícího SDF-1α. Naproti tomu zvířata s nádory měla vysoké hladiny 

cirkulujícího chemokinu. 

Na základě těchto výsledků jsem se pokusila o formulaci hypotézy, jež by 

vysvětlila změny onkogenního potenciálu buněk 12B1, k nimž došlo po inokulaci 

plazmidu s genem pro SDF-1α.  
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Abstract. We investigated whether a genetic modification of 
BCR-ABL-transformed mouse cells that resulted in endostatin 
(ES) production altered their oncogenic potential. Mouse B210 
cells, which express p210bcr-abl fusion protein and induce leukemia-
like disease and extremely rarely solid tumors after intravenous 
(i.v.) administration, were used. The cells were transfected with 
a plasmid carrying genes for mouse ES and resistance to blasti-
cidine. Transduced cells were isolated in media supplemented 
with blasticidine. Production of ES was determined by Western 
blotting. For further tests, two clones were selected, and their 
pathogenicity after i.v. inoculation was tested. Compared with 
the parental B210 cells, the capability of both gene-modified 
cell clones to induce lethal leukemia was reduced. However, 
mice that did not succumb to leukemia subsequently developed 
solid tumors. They were composed of poorly differentiated cells 
with irregular nuclei and roughly granular chromatin and were 
well vascularized. FISH revealed the presence of the BCR-ABL 
fusion gene both in tumors and spleens. Immunohistological 
investigation of the tumors demonstrated the production of ES 
in vivo and the cell lines derived from the tumors produced 
detectable amounts of ES, this demonstrating that the formation 
of solid tumors was not associated with the loss or silencing of 
the ES gene.

Introduction

Tumor growth and the formation of metastases depend on the 
development of a new network of vasculature that supplies the 
tumors with nutrients and oxygen and removes metabolic waste. 
There is evidence that angiogenesis is needed not only for the 
growth of solid tumors but also for the development of hemato-
logical malignancies such as chronic myeloid leukemia (1). 
Angiogenesis, a principal determinant of tumor growth (2) 

is a very complex process and an ever increasing number of 
substances with either pro- or anti-angiogenic activity are being 
recognized. It is believed that the abundant neoplastic vasculature 
results from the shift of balance to a more pro-angiogenic state, 
which is different from the classical one both in its structure and 
behavior. The use of anti-angiogenic substances seems promising 
in the therapy of cancer (3,4). Among the endogenously formed 
substances recognized as suppressors of angiogenesis, atten-
tion has mostly concentrated on endostatin (ES), a proteolytic 
20-kDa fragment of collagen XVIII which has already been 
used in clinical trials (5). Although it is known that ES inhibits 
endothelial cell proliferation and migration, promotes apoptosis 
and induces growth arrest, the precise molecular mechanism of 
its action has not been clarified as yet. Because of the broad 
range of molecular targets for ES, it is believed that numerous 
signalling pathways are involved in mediating its activities (6). 
Its ability to reduce experimental tumor growth and metastazing 
has repeatedly been demonstrated (7-9). In the previous experi-
ments of ours we showed that gene modification of two human 
papillomavirus type 16 (HPV16)-transformed mouse cell lines 
that resulted in ES production strongly reduced the oncogenicity 
and metastizing ability of one but not of the other cell line tested 
and that the loss of oncogenicity was associated with suppres-
sion of interleukin 1α (IL1α) production (10). The aim of our 
present study was to examine the effects of the same genetic 
modification on the behavior of BCR-ABL-transformed mouse 
B210 cells. These studies are a part of our efforts to develop 
experimental vaccines against BCR-ABL-transformed cells and 
to investigate certain mechanisms which might be useful in 
strengthening the efficacy of such preparations (11).

Materials and methods

Cell lines and media. Mouse (Balb/c) B210 cells transformed by 
the BCR-ABL fusion gene, were the same as in previous experi-
ments (12-14). These cells had been derived from the Ba/F3 cells 
of an early B lineage by a retroviral vector carrying the human 
BCR-ABL fusion gene (15). They produce the p210bcr-abl protein 
and have down-regulated expression of MHC class I molecules. 
After intravenous (i.v.) administration they induce leukemia-like 
disease in syngeneic animals and very rarely intraabdominal 
solid tumors (in <1% of inoculated animals) (Sobotkova and 
Lučansky, unpublished data). B210 cells and their sublines (see 

Unexpected properties of endostatin-producing 
mouse BCR-ABL-transformed cells

MONIKA KRMENČÍKOVÁ1,  LIBOR STANĚK1,2,  MARTINA PETRÁČKOVÁ1, 
PAVEL DUNDR2  and  VLADIMÍR VONKA1

1Department of Experimental Virology, Institute of Hematology and Blood Transfusion, U Nemocnice 1, 128 20 Prague 2;  
2Institute of Pathology, General Faculty Hospital, Studnickova 2, 128 00 Prague, Czech Republic

Received July 27, 2011;  Accepted September 2, 2011

DOI: 10.3892/ijo.2011.1213

Correspondence to: Professor Vladimír Vonka, Department of 
Experimental Virology, Institute of Hematology and Blood Transfusion, 
U Nemocnice 1, 128 20 Prague 2, Czech Republic
E-mail: vonka@uhkt.cz

Key words: BCR-ABL, endostatin, solid hematological tumors



KRMENČÍKOVÁ et al:  ENDOSTATIN-PRODUCING BCR-ABL-TRANSFORMED CELLS488

below) were cultivated in RPMI-1640 medium (Sigma-Aldrich 
Corp., St. Louis, MO) supplemented with 10% heat-inactivated 
FCS (PAA Laboratories, Linz, Austria), 2 mmol/l glutamine and 
antibiotics. In some experiments another BCR-ABL-transformed 
mouse cell line, designated 12B1 (16), was used as a control. These 
cells, kindly provided by E. Katsanis (University of Arizona) are 
also of an early B lineage, produce the p210bcr-abl fusion protein 
in amounts comparable to B210 cells, but differ from them 
in a number of properties (14,17) (Krmenčíková et al, unpub-
lished data). 12B1 cells were cultivated in RPMI-1640 medium 
supplemented with 10% heat-inactivated FCS and enriched with 
1 mmol/l sodium pyruvate and 50 µmol/l 2-mercaptoethanol. 
Transfected B210 cells were cultivated in medium supplemented 
with 15 µg/ml blasticidine (InvivoGen, San Diego, CA). Human 
umbilical-vein endothelial cells (HUVEC, Cascade Biologics, 
UK) were incubated in Medium 200 supplemented with LSGS 
Kit (Cascade Biologics, UK). TE-2 cells, an ES-producing cell 
line derived from HPV16-transformed TC-1 cells (10), used 
as a positive control in some tests, were cultivated in D-MEM 
medium (PAA Laboratories, Linz, Austria) supplemented with 
10% FCS and antibiotics. All cell lines were cultivated at 37˚C in 
a 5% CO2 atmosphere.

Plasmids and transfection experiments. Plasmid pBLAST49-
mEndo (InvivoGen), carrying the genes for mouse ES and for 
blasticidine resistance was used. It was propagated in E. coli 
strain SURE: e14 (McrA) in TB medium containing 0.1 mg/ml 
blasticidine (Fast Media Blas Liquid, Cayla-InvivoGen) and was 
purified using the Qiagen Plasmid Maxi Kit (Qiagen, Germany). 
Counts of 5x106 B210 cells were resuspended in 500 µl of 
electroporation buffer (10% RPMI-1640 medium without FCS) 
and put into an electroporation cuvette (Bio-Rad, Hercules, 
CA). After adding 15 µg of plasmid DNA, the cells were kept 
for 10 min at room temperature. They were then shocked once 
at 280 V, capacitance 1050 µF, at room temperature. The Gene 
Pulser® Electroporation system (Bio-Rad) was used. The cells 
were then kept for 10 min at room temperature and transferred 
into tissue culture dishes each containing 4 ml of complete RPMI 
medium. After 48 h the transfected cells were transferred into the 
selection medium supplemented with blasticidine (15 µg/ml). 
Production of ES was determined by Western blotting (WB) (see 
below).

Cell cloning. Transduced cells were diluted to a final concentra-
tion of 0.3 cell/0.2 ml in a mixture of complete RPMI medium 
and filtered conditioned medium (2:1). The cell suspension was 
pipetted into a 96-well plate, 0.2 ml per well (TPP, Trasadingen, 
Switzerland). Four hours later we marked the wells containing 
one cell. After 14-day incubation the cell suspensions were 
transferred into dishes. Large stocks of the individual cloned 
cell lines were prepared and kept frozen in liquid nitrogen until 
investigation. In all experiments, the third passage of re-thawed 
cells was used.

Detection of ES and IL1α by WB. The presence of ES was 
monitored either in cell lysates or in concentrated tissue culture 
media. When cell lysates were tested, counts of 12x106 cells 
were harvested and lysed in 600 µl of lysis buffer containing 
4% SDS, 20% glycerol, 10% mercaptoethanol, 2 mM EDTA, 
100 mM Tris-Cl, pH 8.0. In the other case, counts of 1x106 cells 

were seeded in tissue culture dishes in 5 ml RPMI and cells were 
incubated for 48 h. The media were harvested and concentrated 
(20x) by using Amicon® Ultra centrifugal filters (Milipore, 
USA); buffer (1:5) containing 4% SDS, 20% glycerol, 10% 
mercaptoethanol, 2 mM EDTA, 100 mM Tris-Cl, pH 8.0 was 
then added. Polyclonal goat anti-mouse ES antibody (Sigma-
Aldrich) and horseradish peroxidase-linked rat anti-goat IgG 
(Amersham Biosciences, UK) were used. Anti-c-Abl (Ab-3) 
mouse monoclonal antibody (Merck KGaA, Darmstadt, 
Germany) and horseradish-linked peroxidase anti-mouse IgG 
antibody (GE Healthcare Biosciences, PA, USA) were used for 
the detection of bcr-abl fusion protein. IL-1α was detected by 
means of polyclonal rabbit anti-mouse IL-1α antibody (Abcam, 
Cambridge, UK) and horseradish peroxidase-linked donkey anti-
rabbit IgG antibody (Amersham). The reactions were visualized 
with the ECL Plus Western Blotting Detection System (GE 
Heatlth Biosciences, PA, USA).

Flow cytometry for MHC Class I detection. Counts of 5x105 cells 
were washed twice with washing buffer (0.09% NaN3, 2% FCS 
in PBS). Cells were treated with FITC-conjugated anti-mouse 
H-2KdDd monoclonal antibody (Cedarlane, Hornby, Ontario, 
Canada) or isotype control antibody (Sigma, St. Louis, MO) for 
30 min at 4˚C. Cells were washed and measured on a Coulter 
Epics XL flow cytometer (Beckman Coulter, Fullerton, CA, 
USA) and analysed by WinMDI 2.8 software. MHC class 
I-positive 12B1 cells served as a control.

HUVEC proliferation assay. The procedure used was the same 
as described previously (10). In brief, 20x concentrated media 
from the cultures of the various cell lines were used. Counts 
of 1x106 parental B210 cells or endostatin-producing B210 
cells were incubated in 5-ml RPMI medium in 6-cm dishes 
and cultivated for 48 h. Their media were then withdrawn and 
concentrated. HUVEC cells were pipetted into 96-well plates; 
100 µl of media contained 2x103 cells per well. The next day the 
medium from HUVEC cultures was replaced with a mixture 
of fresh regular HUVEC medium (90 µl) and concentrated 
media (10 µl) from the cultures tested. Every 24 h the media 
were replaced with a fresh medium mixture. HUVEC cells 
proliferation was measured after 5-day cultivation by using 
the CellTiter 96® AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation 
Assay (Promega, Madison, WI, USA). The growth of HUVEC 
in their regular media, in media supplemented with concen-
trated media from B210 cells, and in media enriched with 
concentrated media from ES-producing cells was tested in 24, 
32 and 32 parallels, respectively.

Animal experiments. Six- to eight-week old Balb/c female mice 
from Charles Rivers, Germany, were used. All experiments 
were carried out in accordance with the Guidelines for Animal 
Experimentation valid in the Czech Republic. Mice were 
inoculated i.v. with counts of 106, 5x105 or 105 cells and were 
followed for at least 75 days. In all experiments the 3rd passage 
cells derived from the big frozen stocks were used. In the case 
of gene-modified cells, ES production was always monitored 
prior to cell administration. In all instances freshly harvested 
cells were washed three times in PBS before administration. 
Experimental animals were humanely sacrificed using Narcotan 
(Zentiva, Czech Republic).
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Autopsy and histological investigation. Both thoracic and 
abdominal cavities were inspected. For histological investiga-
tion, selected tumors and organs were removed and immediately 
placed into 10% buffered formaline (in PBS). Using a micro-
tome (Leova) parafin-embedded samples were cut into 3-5-µm 
sections. Paraffin was removed with ethanol and xylene (Penta, 
Czech Republic) and the slices were stained with hematoxylin 
and eosin (Dako, Denmark).

Immunohistochemistry (ES). Deparaffinized sections from 
tumors and spleens were incubated with goat polyclonal anti-
mouse-ES antibody (Sigma-Aldrich) in Dako REAL Antibody 
Diluent (Dako) (1:250) for 1 h. Samples were washed in PBS 
and subsequently treated with the Universal Immuno-enzyme 
Polymer reagent Histofine® (Nichirei Biosciences, Tokyo, Japan), 
following the manufacturer's instructions. Sections untreated with 
anti-ES antibody served as controls. A further set of controls was 
represented by sections from organs taken from B210-inoculated 
animals. DAB+ substrate chromogen (Dako) was used for visu-
alization. Finally, cells were stained with hematoxylin and eosin 
(Dako). Materials taken from mice inoculated with the original 
B210 cells were used as a negative control.

FISH. After deparaffinization, the slices were treated with sodium 
thiocyanate (Sigma-Aldrich), digested by protease II (3 mg in 
40 ml of physiological saline, pH ≤2.0) (Abbott Molecular, IL, 
USA) for 75 min and fixed in bufferred formaline (solution in 
PBS). An LSI BCR/ABL Dual Color, Dual Fusion Translocation 
Probe (Abbott Molecular) was used for the detection of the 
BCR-ABL fusion gene, following the manufacturer's instruc-
tions. Fluorescence signals were detected with the use of an 
Olympus ProVis XC70 microscope.

Statistical methods. Statistical data were analysed using Prism 
Software Version 5.0 (Graph-Pad Software, San Diego, CA).

Results

After transfection with the plasmid carrying the genes for 
mouse ES and for resistance to blasticidine, cells were cultivated 
in the presence of blasticidine, in parallel with mock-transfected 
cells. Transduced cells were readily selected and grew well in 
this medium, while control nontransfected cells died out within 
10 days. The lysates of cells growing in the presence of blasti-
cidine were tested for the production of ES. The results of WB 
shown in Fig. 1 indicate that ES was produced by these cells. 
From the population of the transduced cells we isolated 10 cell 
clones. Concentrated media from their cultures were subse-
quently tested for ES production using WB. Six of these clones 
produced ES in amounts detectable by WB. For subsequent 
tests we selected two of these clones, namely that one with the 
highest (clone B210/E2) and one with a lower production of ES 
(clone B210/E3) Fig. 2. The production of ES remained stable in 
the course of 15 in vitro passages (data not shown).

To demonstrate that the ES produced by the transduced 
cells was biologically active, its influence on the proliferation 
of HUVEC cells was tested. Media from the parental B210 
culture and from the B210/E2 culture were used in this assay. 
The optical density of cells treated with medium M200 was 
taken as 100%. The results shown in Fig. 3 indicate that the 
medium from ES-producing cells, but not from the parental, 
unmodified B210 cells, reduced the proliferation of HUVEC 
cells (p<0.001).

Next, we tested the production of the p210bcr-abl protein by 
the gene-modified cells. The results are shown in Fig. 4. They 
suggested that production of the p210bcr-abl protein was some-
what higher in the transduced cells than in the parental B210 
cells. This result was confirmed in repeated tests.

To further characterize these cells we tested them for the 
expression of MHC I molecules. As indicated in Fig. 5, neither 
the original B210 cells nor their gene modified sublines produced 

Figure 1. Endostatin (ES) production by B210/E cells. B210 cells were transfected with plasmid carrying the genes for murine endostatin (ES) and blasticidine 
resistence. The transduced B210/E cells were isolated in the presence of blasticidine. Western blotting with cell lysates and polyclonal goat anti-endostatin 
antibody. TE2 cells served as a positive control. Parental B210 cells served as a negative control.

Figure 2. Endostatin (ES) production by transduced B210/E2 and B210/E3 cells. TE2 cells served as a positive control and B210 as a negative control. Western 
blotting with concentrated media and polyclonal goat anti-endostatin antibody.
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detectable amounts of MHC I molecules when cultivated 
in vitro, this indicating that the down-regulation of the MHC I 
present in B210 cells was not altered by the genetic manipulation 
performed.

Since we had previously demonstrated that the produc-
tion of ES in another mouse cell line was associated with 
the loss of oncogenicity connected with the suppression of 
the IL1α production, we tested both the B210 cells and their 
ES producing sublines for the presence of this cytokine. The 
production of IL-1α was not detected in any of these cells (data 
not shown).

To determine the oncogenic potential of the ES-producing 
cells, mice were inoculated intravenously with the parental 
and the ES-producing cells. The results obtained in animals 
inoculated with 106 cells are shown in Fig. 6. As expected, all 
mice inoculated with the parental B210 cells died of leukemia 
before day 20. The survival of animals inoculated with the ES 

Figure 3. HUVEC proliferation assay in vitro. HUVEC cells cultivated in media 
M200, in media M200 supplemented with concentrated RPMI medium from 
parental B210 cells (M200+B210) and from endostatin-producing B210/E2 
cells (M200+B210/E2).

Figure 4. Production of p210bcr-abl protein by parental B210 cells and by B210/E2 and B210/B3. Western blotting with cell lysates and monoclonal abl-antibody. 
TE-2 cells served as negative control. β-tubulin served as protein loading control.

Figure 5. Expression of MHC class I molecules on parental B210 cells and on B210/E2 and B210/E3 cells: empty histograms represent cells incubated with 
isotype control antibodies; filled histograms represent cells incubated with specific antibodies. B210 cells served as a negative control, 12B1 cells served as a 
positive control.
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producing cells was prolonged (p<0.001). Surprisingly, a number 
of mice, which did not succumb to leukemia in the course of 
a 30-day period after inoculation, later on developed multiple 
solid intraabdominal, intrathoracic and subcutaneous tumors. As 
shown in Table I, solid tumors were observed in nearly half of the 
animals inoculated with 106 gene-modified cells. A solid tumor 
was also seen in 1 of 8 animals inoculated with 5x105 B210/E2 
cells, but such tumors were never detected in animals inoculated 
with 105 cells (data not shown). A typical intraabdominal tumor 
induced by B210/E2 cells is shown in Fig. 7A. These tumors were 
rapidly growing enveloping different organs, however, mucous 
membranes were never afflicted (Fig. 7B). Histologically, the 
tumors were diffuse lymphomas composed of lowly differenti-
ated cells with irregular nuclei and roughly granular chromatin. 
They were well vascularized (Fig. 7C). Tumors induced by the 
two transduced cell lines somewhat differed. B210/E2 tumors 
grew more aggressively and tended to spread more rapidly. B210/
E3 induced tumors were smaller, less diffuse and were well 
separated from the adherent tissues. Using FISH, we were able to 
detect the BCR-ABL fusion gene in the tumor cells (Fig. 7D), this 
proving that the tumors had been induced by the cells inoculated. 
In addition, using polyclonal anti-ES antibody, we demonstrated 
ES production in the tumor cells (Fig. 7E). From several tumors 
we isolated cell lines producing ES demonstrable in cell lysates 
by WB. These findings convincingly showed that the solid tumor 
formation was not due to the loss or silencing of the ES gene.

In autopsied solid-tumor bearing animals, hepatospleno-
megaly similar to that seen in animals, which had succumbed to 
leukemia, was also observed. Apparently, it was associated with 
the infiltration by leukemic cells. Leukemic cells were demon-
strated in blood smears (data not shown) and also in spleens as 
revealed by both the hybridization test (Fig. 8A) and immuno-
histochemistry (Fig. 8B).

Discussion

In the present series of experiments we used B210 cells, a 
mouse cell line transformed by the BCR-ABL fusion gene, 
which are capable of inducing leukemia-like disease after intra-
venous inoculation into syngeneic animals. For the isolation of 
ES-transduced cells, we used the same plasmid, i.e., a plasmid 
carrying the mouse ES gene and the gene for blasticidine resis-
tance, as in previous experiments (10) and the transduced cells 
were isolated in medium supplemented with blasticidine. The 
clonal analysis revealed that the population was quite heteroge-
neous as far as the production of ES is concerned. For further 
experiments two clones were selected, one with high and one 
with a relatively low production of ES, to monitor the possible 
influence of the quantity of the ES produced on the behavior of 
the cells. Prior to performing in vivo experiments, we tested the 
two lines in vitro. As expected, the transduced cells mimicked 
the parental cells by the downregulation of MHC class I mole-
cules and also by the expression of other surface markers tested 
(Petrackova et al, unpublished data). Trying to find an analogy 
with the system we had studied previously, we also monitored 
the expression of IL1α. These efforts failed completely. We 
did not find detectable amounts of this cytokine either in the 
parental cells or in the transduced cells.

Quite surprising were the results obtained when we tested the 
oncogenic potential of the ES-producing cells. When compared 
with the parental cells, the transduced cells were partially 
attenuated. While all mice inoculated with 106 parental B210 
cells succumbed to leukemia before day 20 after inoculation, 
all animals inoculated with the same dose of the transduced 
cells survived this critical period. However, after day 30 they 
started to develop multiple rapidly growing intrathoracic, intra-
abdominal and subcutaneous solid tumors. Their cells produced 
ES in situ and cell lines derived from them also produced ES, 
this proving beyond reasonable doubt that the capability of the 
transduced cells to induce solid tumors was not due to the loss or 
silencing of the transgene. In spite of the production of ES, the 
tumors were well vascularized without any detectable signs of 
necrosis. Thus, it seems clear that ES production was insufficient 
to suppress angiogenesis in the present system. The mechanisms 
of its failure are not understood at this moment. Still, several 
explanations may be offered. The activities of pro-angiogenic 
molecules present in the tumor environment or produced by the 
tumor cells themselves may have been able to sustain the aberrant 
angiogenesis. It should be recalled that increased expression of 
pro-angiogenic factors in BCR-ABL-transformed cells has been 
reported (18), thus these cells might be well equipped to resist the 
effects of ES or similar substances. It has also been reported that 
the growth of tumors induced by cells gene-modified to express 
ES or other endogenous angiogenic inhibitors, such as thrombo-
spondin 1 or tumstatin, was associated with an overexpression 
of several pro-angiogenic factors such as VEGF or PDGF; this 

Figure 6. Oncogenicity of parental B210 cells and B210/E2 and B210/E3 
cells; cells (106) were inoculated intravenously. Eight animals per group were 
used.

Table I. Incidence of solid tumors in mice inoculated intra-
venously with parental B210 cells and B210/E2 and B210/E3 
cells.

No. of cells inoculed	 B210	 B210/E2	 B210/E3

106	 0/8a	 4/8	 3/8

aNo. of animals with solid tumor/no. of animals inoculated.
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Figure 7. Intraabdominal tumor in a mouse inoculated intravenously with 106 B210/E2 cells. Autopsy carried out on day 52 after inoculation (A). Tumor envel-
oping intestine induced after intravenous inoculation of 106 B210/E2 cells. Stained with hematoxylin and eosin (x100) (B). Well-vascularized tumor induced after 
intravenous inoculation of 106 B210/E2 cells. Stained with hematoxylin and eosin (x400) (C). Presence of BCR-ABL fusion gene (orange fluorescent spots) in 
tumor induced after intravenous inoculation of 106 B210/E2 cells, as determined by FISH (x1000) (D). Determination of endostatin production in tumor induced 
by B210/E2 by means of polyclonal goat anti-endostatin antibody and Histofine (E). (E) (a), Untreated with anti-endostatin antibody, treated with Histofine. 
(b) Treated with anti-endostatin antibody and Histofine (x200).

Figure 8. Presence of BCR-ABL-positive cells (orange fluorescent spots, arrows) in spleen of a mouse inoculated with B210/E2 cells, as determined by FISH (A). 
(A) (a), Spleen from a healthy mouse. (b), Spleen from a mouse with tumor induced by B210/E2 cells (x1000). Presence of endostatin-producing cells in spleen 
of a mouse with tumor induced by B210/E2 cells, as determined by polyclonal goat anti-endostatin antibody and Histofine (B). (B) (a), Spleen from a healthy 
mouse. (b), Spleen from a mouse with tumor induced by B210/E2 cells (x200).
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was not seen in tumors formed by the parental gene-unmodified 
cells (19). It has also been shown that pharmacologic inhibitors 
targeting the VEGF pathway can alter the tumor biology, viz. 
heighten its invasiveness and increase its metastatic potencial, 
possibly as an adaptation reaction leading to activation of growth 
programs different from those used in normal tumor growth 
(20,21). It is, however, also possible that the vasculature network 
in the present system was composed of dedifferentiated tumor 
cells which transdifferentiated into cells expressing endothelial 
markers. This phenomenon known as vasculogenic mimicry 
(22,23) has been reported to be resistant to endostatin (24).

Another observation that might be of interest concerns the 
differences in the in vivo behavior of the tumors induced by the 
high and low ES-producers, although no marked differences 
were observed in their histological patterns. However, it is hard 
to assume that the differences found were associated with the 
extent of ES production. It is more likely that they just reflected 
an interclonal variation. Certainly, more than two clones 
differing in ES production should be tested prior to making 
even a cautious suggestion that such an association might exist.

It is difficult to explain why the ES-producing cells tended to 
form solid tumors, which are extremely rare in animals inoculated 
with their parental cells. Even the solid tumor-bearing animals 
had signs of leukemia, as evidenced by hepatosplenomegaly and 
the presence of tumor cells in peripheral blood smears and in 
their spleens. It is possible to speculate that the original B210 
cells have an inherent capability of inducing solid tumors as the 
transduced cells did, but that it cannot manifest itself because 
the incubation period for solid tumor formation is quite long and 
the animals inoculated with the parental cells die of leukemia 
before they can develop such tumors. In this respect it may 
be of interest that in the recent past we observed an increased 
occurrence of solid tumors in mice inoculated with B210 cells 
and then treated for some time with imatininib mesylate (IM). 
Some of these animals, which did not succumb to leukemia 
developed lymphoma-like tumors weeks after IM treatment had 
been stopped. Some solid tumors also developed in few animals 
immunized with plasmids carrying the BCR-ABL fusion gene 
(unpublished data). Whenever in the previous experiments 
solid tumors appeared they were always detected 40 days or 
more after the inoculation of the cells. Should this reasoning 
be correct then one could conclude that in the present experi-
ments ES production resulted in an attenuation of leukemia-like 
disease but did not significantly influence the capability of B210 
cells to induce solid tumor formation. Experiments aiming at 
a more detailed analysis of the phenomena observed are under 
preparation.
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Abstract   

Stromal derived factor 1α (SDF-1α, also called CXCL12) is a chemokine that 

exerts its effects through the G-protein coupled receptors CXCR4 and CXCR7. There is 

strong evidence that the SDF-1/CXCR4 axis is involved in the pathogenesis of leukemia 

and therapies that target this axis are under development. In this study, we attempted to 

increase the efficacy of a DNA based bcr-abl vaccine by simultaneously immunizing 

mice with a plasmid carrying the whole SDF-1α gene. Bcr-abl-transformed 12B1 cells 

were used to challenge mice. These cells have the oncogenic potential to induce both 

leukemia after intravenous inoculation and lymphoma-type solid tumors after 

subcutaneous inoculation. Administering an SDF-1 carrying plasmid together with the 

bcr-abl vaccine resulted in a somewhat increased survival after a challenge with 

subcutaneously administered 12B1 cells, although the difference was not statistically 

significant. However, there was a difference when animals that developed subcutaneous 

tumors were only taken into consideration. In doubly-treated mice, significantly more 

mice failed to develop solid tumors than mice that had only received the bcr-abl 

vaccine. In contrast, the occurrence of fatal leukemia was significantly higher for mice 

that were treated with the SDF-1 plasmid, regardless of whether they were immunized 

with the bcr-abl-vaccine. No humoral or cellular immune responses against SDF-1 were 

detected in treated mice, which suggested that the changes in oncogenic potential of 

12B1 cells were due to the activity of SDF-1 itself.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 



 

Introduction   

Stromal-derived factor-1α (SDF-1α), also known as CXCL12, is one of about 50 

soluble peptides that have been characterized as chemokines. SDF-1α is expressed in a 

wide range of malignant tissues as well as in various normal tissues. Its physiological 

expression has been documented in a number of organs, including heart, brain, kidney, 

adrenal glands, liver, lung, skeletal muscles, lymphoid organs, and bone marrow (1,2). 

In these tissues, vascular endothelial cells, stromal fibroblasts, and osteoblasts are major 

SDF-lα producers (2). SDF-lα secretion increases during tissue damage, limb ischemia, 

toxic liver damage, excessive bleeding, total body irradiation, and damage related to 

chemotherapy.  

SDF-lα was originally described as a pre-B cell growth factor (3). However, a 

number of functions for this chemokine have subsequently been determined. Under 

normal conditions, SDF-1 participates in regulating hematopoiesis and modulating the 

immune system via signaling through CXCR4 receptors, which mediate chemotaxis and 

play an important role in cell homing responses (4,5). It is also a modulator of cell 

growth and survival (6). CXCR4 was thought to be the only receptor for this 

chemokine. However, it has been found that SDF-1α also reacts with CXCR7 receptors 

(7). A considerable amount of information on CXCR4 and CXCR7 receptors has 

accumulated in recent years (8).  

SDF-1α influences the chemoattraction of CXCR4+ cells, which is necessary for 

tissue/organ regeneration (9,10). For oncological malignancies, the SDF-1α/CXCR4 

axis promotes tumor progression by several different mechanisms. The most important 

of these appear to be: (1) directly supporting the growth of neoplastic cells; (2) 

promoting metastatic spread to organs that highly express SDF-1α; and (3) supporting 

tumor angiogenesis by attracting endothelial cells to the tumor microenvironment and 

reducing extracellular angiostatin levels by downregulating phosphoglycerate kinase 

(PGK) (2,4,9,11,12,13).  It has also been shown that SDF-1α promotes cytotoxic T cell 

apoptosis (14).  

Stromal elements are attractive therapeutic targets because of their roles in tumor 

biology (15) and a number of studies that target the SDF-1α/CXCR4 axis are currently 

under way. It has already been shown that CXCR4 antagonists may have anti-tumor 

activity in patients with various malignancies (16). This treatment has affected both the 

capability to disseminate tumor cells and the sensitivity of a tumor to immunotherapy 

(17). 



 

  In this study, we used bcr-abl-transformed mouse 12B1 cells and investigated 

the effects of SDF-1α administration on the efficacy of a DNA vaccine carrying a 

complete bcr-abl fusion gene. Our original idea was that repeated intracutaneous 

administration of a plasmid carrying the SDF-1α gene might induce immune reactions 

against this chemokine and result in enhancing the immunogenicity of the bcr-abl-

directed vaccine. Our results indicated that this did not occur. However, we did find that 

administering this chemokine resulted in a change in the oncogenic potential of bcr-abl-

transformed mouse 12B1 cells. 

 

Material and methods 

Cells  

12B1 cells derived from BALB/c mouse bone marrow cells transfected with a 

human bcr-abl fusion gene and expressing the BCR-ABL fusion protein (18) were the 

same as used in previous experiments (19,20,21). These cells are of early B-cell lineage 

(Krmencikova-Fliegl; manuscript in preparation) and induce acute leukemia-like disease 

after intravenous inoculation, but form solid tumors when administered subcutaneously. 

To monitor the activity of a newly constructed plasmid (see below), 293T cells were 

used. These were cultured as described (22). K562 and HeLa cells were used as positive 

controls for Western blotting. HeLa cell line was grown in D-MEM (PAA Laboratories, 

Pasching, Austria) supplemented with 10% fetal bovine serum (PAA Laboratories, 

Pasching, Austria) and antibiotics.  K562 cells were cultured as described previously 

(23).  

 

Mice 

Female BALB/c mice aged 5-6 weeks were obtained from Charles River 

Laboratories, Germany. All experimental animal procedures were done in accordance 

with the validated regulations of the Czech Republic. 

 



 

Plasmids 

Construction of a mammalian expression plasmid, pBSC used as a negative 

control, and a pBSC/bcr-abl plasmid carrying the whole bcr-abl gene were described 

previously (19,24). A plasmid designated pBSC/SDF1α was prepared using a 

pUC57/SDF-1α plasmid (GenScrip, Piscataway, NJ, USA) carrying the whole SDF1α 

gene flanked with a Flag sequence. A fragment encoding for SDF-1α and Flag was 

obtained by cleavage with EcoRI and Bgl III (New England, Biolabs, Ipswich, MA, 

USA) and subsequently inserted into a pBSC plasmid downstream of the immediately 

early human cytomegalovirus promotor using the same restriction sites. The inserted 

gene was re-sequenced with satisfactory results. 

 

Western blotting  

To verify the functionality of our new construct, 293T cells were transfected 

either with the pBSC/SDF-1α plasmid or with an empty pBSC used as a control. After 

two days, cells were harvested and lysed with Kaufman buffer. Cell lysates were tested 

by Western blotting as described previously (23). A mouse monoclonal antibody against 

Flag (Amersham Biosciences, Little Chalfont, UK) was used as the primary antibody 

and a peroxidase labeled anti-mouse antibody (GE Healthcare, Little Chalfont, UK) was 

used as the secondary antibody.  

To test for the presence of SDF-1α in lysates of 12B1 cells, a goat anti-

SDF/PBSF antibody (Sigma Aldrich Inc, St. Louis, MO, USA) a rabbit anti-SDF-1 

antibody (Abcam, Cambridge, UK), horseradish-peroxidase-labeled donkey anti-goat 

IgG antibody (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Texas, USA), and peroxidase-labeled 

anti-rabbit IgG antibody (Amerham Biosciences, Little Chalfont, UK), respectively, 

were used. 293T cells transfected with pBSC/SDF-1α plasmids and with empty pBSC 



 

plasmids were used as positive and negative controls, respectively. To detect HIF-1α, a 

mouse monoclonal anti HIF-1α antibody (Sigma, St. Louis, MO, USA) and peroxidase 

labeled anti-mouse antibody (GE Healthcare, Little Chalfont, UK) were used. An anti-

CXCR4 rabbit polyclonal antibody (Abcam, Cambridge, UK) and horseradish-

peroxidase-labeled anti-rabbit IgG antibody (GE Healthcare, Little Chalfont, UK) were 

used to detect CXCR4 proteins in lysates of 12B1 cells and in lysates from cultures 

derived from 12B1 cell-induced solid tumors.  

To prepare cytosolic and nuclear extracts of 12B1 cells, a total of 10
7
 cells were 

washed two times in PBS. A mixture was prepared consisting of 5 ml of buffer A (10 

mM HEPES, pH 7.9, 10 mM KCl, and 0.1 mM EDTA), 5 µl of a Protease Inhibitor 

Cocktail (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), and 200 µl of 10% IGEPAL (Sigma 

Aldrich, St. Louis, MO, USA). This mixture was added directly to cell pellets. After a 

10 min incubation at room temperature, the mixture was repeatedly pipetted up and 

down with a P1000 (Nichyrio America, Maryland Hts, MO, USA) to disrupt cell 

clumps, and then transferred to pre-chilled microcentrifuge tubes. After centrifugation 

(13,000×g at 4°C for 3 min), the supernatant (cytosolic fraction) was retrieved and 

stored at -70°C. The remaining pellet was resuspended in 150 µl of buffer B (20 mM 

HEPES, pH 7.9, 0.4 M NaCl, 1 mM EDTA, and 10% glycerol) supplemented with 1 µl 

of a Protease Inhibitor Cocktail. The mixture was shaken vigorously at 4°C for 2 h. The 

nuclear extract was centrifuged (13,000×g at 4°C for 5 min.) and stored at -70°C. A 

Bradford assay was used to determine protein concentrations.  

To detect tubulin, a mouse monoclonal anti-β tubulin antibody (Sigma, St. Louis, 

MO, USA) and peroxidase labeled anti-mouse antibody (GE Healthcare, Little 

Chalfont, UK) were used. 

 



 

Immunization procedure 

DNA cartridges for a gene gun were prepared according to the manufacturer´s 

protocol (Hélios Gene Gun System, Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Each cartridge 

contained 1 µg of DNA on gold particles 1 µm in diameter.  DNA was administered 

intradermally into a shaven abdominal area. When using pBSC and pBSC/SDF-1α 

plasmids, three doses were given at two week intervals. Plasmid pBSC/bcr-abl was 

administered only twice, simultaneously with the second and third doses of the other 

plasmids. This suboptimal immunization scheme (two doses of the pBSC/bcr-abl 

vaccine induces only incomplete protection) was chosen to allow for the manifestation 

of possible SDF-1α effects.  

Two weeks after the last dose, mice were challenged with 5x10
3
 12B1 cells (i.e., 

approximately 10 TID50). Each experiment included four groups of mice (6 

mice/group): (1) mice that received the empty pBSC plasmid (control group); (2) mice 

that received only the pBSC/SDF-1α plasmid; (3) mice that received only the 

pBSC/bcr-abl vaccine; and (4) mice that were inoculated with both the pBSC/bcr-abl 

and pBSC/SDF-1α plasmids. These experiments were repeated four times. Mice were 

followed for 50 days after these challenges. When tumors reached a size of 400 mm
2
, 

the mice were humanely sacrificed. 

 

ELISA 

     To test for the possible development of SDF-1α specific antibodies, plasma samples 

of both treated and control mice were tested using an in-house ELISA. The sequences of 

the peptides used are shown in Table 1. These were purchased from Peptide 2.0 

(Chantilly, VA, USA). The peptides used covered the whole amino-acid sequence of the 

SDF-1 protein and mutually overlapped by about 10 amino acids. This was done to 



 

avoid the possible loss of any important epitopes. This test was done as described 

previously (25).  

To test for the presence of SDF-1α in the media of 12B1 cell cultures, a mouse 

CXCL12/SDF-1α ELISA kit (Cell Sciences, Canton, MA, USA) was used following the 

manufacturer´s instructions.    

 

ELISPOT assay 

      To test for the possible development of cell-mediated immune responses against 

SDF-1α, an ELISPOT assay was used as described elsewhere (26). Lymphocytes 

(8x10
5
) from mice inoculated with either pBSC or pBSC/SDF-1α plasmids were 

incubated with several concentrations (0.1μg, 1 µg, and 10 µg) of KVVAVLAL 

peptides. This sequence located at the N-terminus of the SDF-1α protein had a high T-

epitope score using both ”Syfpeithi“ and ”Rankpep“ prediction software. Lymphocytes 

that produced interferon γ (INF-γ) were detected with an ImmunoSpot S5 UV Lite 

Analyzer (CTL, Shaker Heights, OH, USA). 

 

Statistical analysis 

      Survival analysis for the experimental groups used log-rank tests. Statistical analysis 

was done using Prism software version 5.0 (Graph-Pad Software, La Jolla, CA, USA). 

 

Results 

Functionality of the pBSC/SDF-1α plasmid 

     We first tested the functionality of our newly constructed pBSC/SDF-1α plasmid. 

The Western blotting results using lysates of transfected and mock-transfected 293T 

cells are shown in Figure 1. This demonstrated that SDF-1α was present in the lysates of 



 

pBSC/SDF-1α- transfected cells but not in the lysates of control pBSC- transfected 

cells.  

Absence of SDF-1 and presence of CXCR4 and HIF-1α in 12B1 cells 

     Both the culture media and the cell lysates of 12B1 cells were tested by ELISA and 

Western blotting, respectively, for the presence of SDF-1α. SDF-1α was not detected in 

either of these preparations using two different antibody systems (results not shown). In 

contrast, the lysates of 12B1 cells and the lysates obtained from the subcutaneous 

tumours and from  cultures  derived from them contained substantial amounts of 

CXCR4 (Figure 2A). CXCR4 was detected both in the cytosolic and nuclear fractions 

of 12B1 cells (Figure 2B). HIF-1α was also detected in the lysates of 12B1 cells (Figure 

2C).     

 

 

 

Survival of SDF-1 treated and untreated mice after challenge with 12B1 cells  

A total of 4 repeat experiments were done with each including 24 mice divided 

into 4 groups as described in Materials and methods. Although the immunization effects 

differed somewhat from experiment to experiment, for each experiment, more mice 

survived (2, 1, 1, and 3, respectively) that were treated with both the pBSC/bcr-abl and 

pBSC-SDF-1α plasmids than those that only received the pBSC/bcr-abl plasmid. A 

summary of these 4 experiments is shown in Figure 3.  

Nearly all of the control mice (23/24) that were treated with the empty plasmid 

were dead on day 24 after challenge; mice were humanly sacrificed either because of a 

large tumor size (22/23) or because they were dying of leukemia (1/23). For mice that 



 

only received the pBSC-SDF-1α plasmid, a few survived (3/24). Furthermore, some of 

these mice achieved a prolonged survival.  

As expected, far more mice survived after receiving the specific vaccine. Of 

those immunized with the pBSC/bcr-abl vaccine alone, 12/24 (50%) survived. The 

number of survivors in the group that received both the pBSC/bcr-abl and pBSC/SDF1α 

plasmids was higher. A total of 17/ 24 (72.5%) mice survived, which suggested that 

there was some protective effect with SDF-1α plasmid administration. The difference in 

survival between pBSC/bcr-abl immunized and non-immunized mice was highly 

significant (p < 0.001). However, the differences in survival between the SDF-1α 

treated and untreated mice noted above were not statistically significant.  

However, when mice that developed solid tumors were only taken into 

consideration, the results were apparently different. As shown in Figure 4A, the 

occurrence of solid tumors was considerably lower in mice that were treated with both 

the pBSC/bcr-abl vaccine and the pBCS/SDF-1α plasmid than in those that were 

immunized only with the pBSC/bcr-abl vaccine. This difference was statistically 

significant (p = 0.0115). There were also differences in solid tumor formation between 

the pBSC/bcr-abl non-immunized mice that were either treated or untreated with the 

SDF-1 plasmid. The occurrence of solid tumors was higher and the tumors appeared 

earlier in mice that did not receive the pBSC/SDF-1α plasmid than in mice to which this 

plasmid was administered. This difference was also statistically significant (p = 0.0023). 

The occurrence of fatal leukemia is shown in Figure 4B. Although the difference 

between bcr-abl immunized mice was not statistically significant (p = 0.0517), the 

development of fatal leukemia in pBSC/bcr-abl non-immunized pBSC/SDF-1α treated 

and untreated mice was highly significantly different (p = 0.0191). As also shown in 

Figure 4C, when comparing all mice (i.e., including those immunized with the 



 

pBSC/bcr-abl vaccine) that were either treated or not treated with the pBSC/SDF-1α 

plasmid, the development of leukemia was statistically significantly different (p = 

0.0265). 

 

Possible immune responses to SDF-1 

To determine whether the observed differences noted above were associated 

with the development of immune responses against SDF-1 induced by the 

intradermally administered pBSC/SDF-1α plasmid, we assayed for the presence of both 

specific antibodies using ELISA with SDF-1α-derived peptides and cell mediated 

immunity using an ELISPOT assay with an SDF-1-derived peptide carrying a putative 

T epitope as predicted by two different programs. Both of these tests were negative 

(results not shown). 

 

Discussion 

The original purpose of our experiments was to induce an immune response 

against SDF-1 and to monitor its effects on the efficacy of the pBSC/ bcr-abl vaccine. 

However, with the methods used, we could not detect either a humoral or a cell-

mediated immune response against SDF-1. Yet, some interesting effects of 

administering the pBSC/SDF-1 plasmid were apparent.  These were related to the 

oncogenic potential of bcr-abl–transformed 12B1 cells.  

Administering the SDF-1α expressing plasmid simultaneously with specific 

vaccination against these cells resulted in a somewhat increased survival among 

vaccinated mice, although the difference was not significant. However, when only the 

development of solid tumors was taken into consideration, the situation was different; 



 

the increased protection in doubly inoculated mice resulted in statistically significant 

differences.  

A critical look at our data suggests that this effect could be, most likely partially, 

an “artifact.” The increased leukemogenic potential that resulted in early leukemia onset 

in the SDF-1α-treated mice and the rapid death of the respective mice might have 

obscured the induction of solid tumors, which usually appear later than does fatal 

leukemia. Therefore, it is reasonable to assume that at least some of the mice that died 

early of leukemia would have developed solid tumors later on. However, these results 

strongly suggest that SDF-1 plasmid administration resulted in a significant 

enhancement of the leukemogenic potential of 12B1 cells. 

We can only speculate on the mechanisms that may be involved. The results 

obtained in this study were definitely associated with the nature of the cells used. 12B1 

cells are of pre-B origin, they express the BCR-ABL protein, produce substantial 

amounts of CXCR4, and also produce HIF-1α. This transcription factor is known to 

upregulate CXCR4 expression (27) and has been shown to be required for the survival 

of leukemic stem cells in a mouse CML model (28). The role of the chemokine SDF-1α 

in patients with leukemia has been most frequently discussed in association with the 

role of the SDF-1α/CXCR4 axis during the pathogenic process (see review by Kittang 

(29)). It has been assumed that SDF1α interactions with CXCR4 are crucial for 

leukemic stem cell adhesion to stromal cells, which would enable their self-renewal, 

proliferation, and differentiation arrest. However, our current model is probably more 

closely related to the experimental diseases induced in NOD-SCID mice after 

administering human acute leukemia cells (30) or T-leukemia cells (31). In those two 

studies it was demonstrated that extramedullar niches played a significant role in the 

development of the experimentally induced disease. By these authors tumor cell 



 

replication was demonstrated in the neighborhood of bile ducts, with their subsequent 

accumulation in the portal area. When these liver-homed cells were exposed to SDF-1α 

in vitro, the number of colonies that formed significantly increased. It is likely that in 

our experiments, additional SDF-1 formed after pBSC/SDF-1  plasmid 

administration, contributed to the activities of these niches, and possibly to the 

formation of other extramedullar niches, thereby facilitating the leukemogenic process. 

It has been suggested that in acute myeloid leukemia, SDF-1 plays a role in the 

development of extramedullar disease (see review in(32)).  

      Every attempt to interpret our present data has to take into consideration the 

presence of the BCR-ABL protein in 12B1 cells. The present evidence for its effect on 

SDF-1α activity is controversial. Clearly, the present data are not compatible with the 

results of Salgia et al. (33), which suggested that bcr-abl-transformed cell lines become 

refractory to SDF-1α. It has been repeatedly shown that the BCR-ABL protein inhibits 

the chemotactic response to SDF-1α (34,35,36,37). Several events have been implicated 

for these effects, including the downregulation of class II phosphoinositide 3-kinase 

(P13KC2γ) (38), increased expression of the β2 integrin LFA-1 (37), activation of 

Cdc42 GTPase (39), and the activation of Lyn kinase (40). Using tyrosine-kinase 

inhibitors, such as imatitib mesylate, reversed this phenomenon, which indicated a 

causal connection between the BCR-ABL protein and reduced CXCR4-associated 

activity. However, there have been other reports that, to a certain degree, call into 

question the role of the BCR-ABL protein in SDF 1α-induced migration and homing of 

transformed cells and that seem to be relevant to the present observations. According to 

one study, the effects of SDF-1α on pseudopodia formation and migration from these 

niches were not suppressed by BCR-ABL activity (41). In fact, its authors observed 

increased pseudopodia formation and the transmigration of bcr-abl-transformed cells 



 

after their exposure to SDF-1α. It has also been shown that SDF-1, which inhibits the 

proliferation of primitive haematopoietic cells, failed to abrogate the proliferation of 

primitive human bcr-abl-positive cells (42). Another study reported that in bcr-abl-

transformed cells, a reduced chemotactic response to SDF-1α was paradoxically 

accompanied by increased spontaneous migration (35). 

Based on these previously reported results, we propose a tentative, simple 

mechanistic explanation of our present observations. The SDF-1α that was formed 

accelerated the migration of 12B1 cells to extramedullar niches where the proliferation 

of leukemic cells occurred that, in turn, was accelerated by the ability of this chemokine 

to support the growth of pre-B 12B1 cells. The rapid migration of these cells from the 

site of inoculation, if this truly occurred, reduced the number of cells that were capable 

of inducing subcutaneous tumors, thereby leading to a delay in their appearance or even 

to reducing the number of remaining cells below a tumor-inducing dose. These events 

might also be associated with the decreased adhesion of tumor cells to stromal cells, 

which would reduce the capability of 12B1 cells to induce solid tumors.  

To be certain, this proposed explanation is subject to substantial corrections. In 

addition to the controversies already mentioned, other factors might be involved. Thus, 

for example, in addition to its chemotactic activity, SDF-1α has multiple other 

functions, some of which might act in concert in the phenomena observed. Furthermore, 

as stressed by Salanga (43), chemokines are not isolated entities, but act in complex 

networks with other signaling systems. Moreover, it is impossible to neglect the BCR-

ABL protein in the cells used in the present experiments. As already noted, this protein 

is known to influence the functionality of the SDF-1α/CXCR4 axis. It has also been 

shown that a number of factors, such as prostaglandin E, hyaluronic acid, fibrinogen, 

cleavage of the C3 component of complement, and others, prime or enhance the 



 

responsiveness of cells to SDF-1α (44). To our knowledge, their influence has not yet 

been adequately investigated.   

All of the aspects outlined above make any straightforward conclusions from our 

present data extremely difficult. To make extrapolations from the discrepant and 

frequently contrasting results of the previous studies on SDF-1α, which were done using 

a wide spectrum of cell systems and were based on varying experimental designs, is 

definitely not easy.  
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Table 1. Peptide sequences used for in-house ELISAs. These peptides covered the 

whole amino-acid sequence of the SDF-1 protein and overlapped by 10 amino acids. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SDF-1α 1/3 MDAKVVAVLALVLAALCISDGKPVSLSYRCPCRFFE 36aa 

SDF-1α 2/3 SYRCPCRFFESHIARANVKHLKILNTPNCALQIVARL 37aa 

SDF-1α 3/3 NCALQIVARLKNNNRQVCIDPKLKWIQEYLEKALNK 36aa 



 

Figure 1. SDF-1α in lysates of transfected 293T cells. Comparison of lysates from 

293T cells transfected with empty pBSC plasmids (1) and 293T cells transfected with 

pBSC/SDF-1α plasmids (2). Monoclonal mouse anti-Flag antibody and labeled anti-

mouse antibody were used. 

Figure 2. A. CXCR4 in lysates of HeLa cells (1) and 12B1 cells (2) and in tumors 

induced by 12B1 cells and cell lines derived from them. Samples 3, 5, and 7 samples 

were obtained from tumors immediately after necropsy, and samples 4, 6, and 8 were 

obtained from cell cultures derived from tumors. B. CXCR4 protein in 12B1 cells. 

Lysates of whole cells (1), cytosolic fraction (2), and nuclear fraction (3) of 12B1 cells. 

Tubulin was used as a control to assess the purity of nuclear fractions. C. HIF-1α in 

lysates of human K562 cells (1) and 12B1 cells (2). 

Figure 3. Survival of mice inoculated with empty pBSC (control), pBSC/SDF-1α, 

pBSC/bcr-abl, and both pBSC/SDF-1α and pBSC/bcr-abl plasmids and challenged with 

12B1 cells. Summary of four repeat experiments. The difference in survival between 

mice that received the immunizing pBSC/bcr-abl plasmid and mice that were not 

inoculated with it was highly significant (p < 0.001). Other differences in survival were 

not significant (p > 0.05). 

Figure 4. Development of either solid tumors or fatal leukemia in mice inoculated with 

empty pBSC plasmid (control), pBSC/SDF 1α plasmid, pBSC/bcr-abl plasmid, or both 

pBSC/SDF-1α and pBSC/bcr-abl plasmids, and then challenged with 12B1 cells. A. 

Solid tumor development in all mouse groups. The occurrence of solid tumors was 

higher and the tumors appeared earlier in mice that did not receive the pBSC/SDF-1α 

plasmid than in mice that were administered this plasmid. The difference between 

pBSC/SDF-1α treated and untreated mice was statistically significant for both bcr-abl 

immunized and non-immunized mice (p = 0.0115 and p = 0.0023, respectively). B. 

Fatal leukemia development in all mouse groups. Although the difference between bcr-

abl immunized mice was not statistically significant (p=0.0517), the development of 

fatal leukemia in pBSC/bcr-abl non-immunized pBSC/SDF-1α treated and untreated 

mice was statistically significantly different (p = 0.0191). C. Fatal leukemia 

development in all mouse groups regardless of immunization with the pBSC/bcr-abl 

plasmid. The difference between pBSC/SDF-1α treated and untreated mice was 

statistically significant (p = 0.0265).  
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