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Zoznam pouZzitych skratiek
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AKT - v-akt murine thymoma viral oncogene homolog
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Au-A - Aurora - A (kinase)
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cdc24 - Guanine nucleotide exchange factor

CML - Chronic myeloid leukemia

CML2S8 - Chronic myeloid leukemia 28 (antigen)
CML66 - Chronic myeloid leukemia 66 (antigen)
CMYV - Cytomegalovirus
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c-Myc - v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog
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HEK 293 - Human embryonic kidney cells 293

HNE - Human neutrophil elastase

HSP70 - Heat shock protein 70

hTERT - Human telomerase reverse transcriptase

IFA - Incomplete Freund's adjuvant

IRIS - International randomized study of interferon vs STI571
Jak - Janus family kinases

JUN - v- JUN avian sarcoma virus 17 oncogene homolog
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STAT - signal transducer and transcription activator

TAA - Tumor associated antigens
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1. Uvod

1.1 Chronicka myeloidna leukémia (CML)

1.1.1. Struéna definicia CML

Chronicka myeloidné leukémia (CML) je maligna choroba, vyvoland myeloproliferacnou
klonalnou expanziou hematopoietickej kmenovej bunky (1, 2). M4 priamu kauzalnu stvislost’
so vznikom takzvaného Philadelského chromozému a néaslednou produkciou jeho
Specifického chimérneho produktu, proteinu BCR-ABL(2).

BCR-ABL zasahuje niekolko signdlnych drah a jeho transformaény potencial je
dostato¢ny na malignu transformaciu kmenovej bunky bez nutnosti kooperacie s d’alSim
onkogénom. Napriek tomu, nastavaju v akcelerovanej faze choroby aj d’alSie genetické zmeny
(3).

Bunka transformovana fiznym génom bcr-abl sa vyznacuje zvySenou proliferaciou a
viabilitou, znizenou diferencidciou a adhezivitou, nezdvislostou na niektorych rastovych

faktoroch, rezistenciou voci apoptoze a poruchami DNA-reparaénych mechanizmov (3, 4).

1.1.2. Pohl’'ad na historiu leukémie

Kedze je leukémia chorobou krvnych buniek, netvoriacich ziadny solidny organ, bolo jej
objavenie a definovanie viazané na vynajdenie a vyvoj mikroskopickej techniky. S objavom
leukémie st najcastejSie spajané tri mena: Donné, Bennett a Virchow.

Donné ako prvy pozoroval a popisal priznaky leukémie v roku 1844, nepublikoval ich
vSak az do roku 1855.

Prvé publikacia, ktora definovala leukémiu ako samostatnu klinicka entitu, bola z roku
1845. Jej autorom bol Bennett.

O Sest’ tyzdiov neskor vysla Virchowova praca s ndzvom Weisses Blut. V nej popisovana
choroba napadne pripominala pozorovania Bennetta. Prdve Virchow zaviedol pojem
leukémia, ¢o znamena biela krv.

Dalsim medznikom bol objav spojitosti medzi ochorenim a zmenami v kostnej dreni.
Tento jav popisal a interpretoval Neuman v roku 1868, v roku 1872 definoval leukémiu ako

chorobu kostnej drene.
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V roku 1880 Ehrlich rozdelil leukémie na zaklade farbenia anilinovymi farbivami na dva
druhy: myeloidnu a lymfoidni. V roku 1887 redefinoval leukémiu ako primarnu chorobu

hematopoetického systému. (5)

1.1.3. Epidemiolégia, diagnostika a klinicky priebeh CML

Incidencia CML je 1-2 pripady na 100 000 obyvatel'ov za rok. CML reflektuje okolo 15%
vSetkych leukémii dospelych. Priemerny vek pacientov je 45-55 rokov (1), priblizne Stvrtina
pacientov je starSia ako 60 rokov (2). U deti sa CML vyskytuje podstatne vzacnejsie - cca 1
pripad na 1 000 000 obyvatel'ov, ¢o tvori 2 - 3 % vSetkych leukémii diagnostikovanych u deti
(6).

CML sa vyskytuje o nieco CastejSie u muzov ako u zien (50,6% vs. 49,4%) (7, 8).

Ni¢ nenasvedcuje tomu, ze by genetické predispozicie mali vplyv na rozvoj CML, aj ked’
niektoré HLA su spojené s niz§im, ¢i vy$$im rizikom vzniku ochorenia (9). Jedinym zndmym
rizikovym faktorom je ioniza¢né Ziarenie. Toto tvrdenie je podlozené analyzou dat pacientov
lieCenych réadioterapiou a Tl'udi prezivSich atomovi katastrofu v HiroSime (3). ZvySena
incidencia CML je aj medzi obetami nest’astia v CernobyT’i.

Prvy zachovany zéznam diagnostikovania leukémie u Zzijiceho pacienta s pouzitim
mikroskopickej techniky je z roku 1846. Fuller vtedy opakovane vysetril krv svojho pacienta
(5). Aj vsucasnosti je vdcSina pacientov diagnostikovanych pomocou rutinnych krvnych
testov. 40% novo diagnostikovanych pacientov vyhl'ada lekara z uplne inej priciny, a az pri
rutinnom vySetreni krvného obrazu dochddza k stanoveniu abnormalne vysokého poctu
bielych krviniek a naslednej diagnoéze (10).

Klinické symptomy su vicSinou neSpecifické — jednd sa o Unavu, asténiu, Ubytok
hmotnosti, pocit ,,plného brucha®, presytenosti, bolesti v 'avom hornom kvadrante, no¢né
potenie, subfebria, krvacavost’, bolest’ kosti. Vzacnejsie aj bolesti hlavy, poskodenie sluchu, ¢i
zraku, nauzea, anorexia, priapizmus. Pre krvny obraz je typickd leukocytoza (viac ako
25x10°/1), erytrocytoza, anémia, trombocytéza, bazofilia. Dalej boli pozorované
splenomegalia, infiltracia krvnych buniek do pecene a hypercelularita kostnej drene (1, 2, 6,
10).

Je pochopitelné, ze presnd diagnoéza, len na zaklade krvného obrazu a neSpecifickych
klinickych prejavov, nie je mozna. V stcasnej dobe sa preto vyuZiva niekolko rozlicnych
metodik, ktoré su principidlne zalozené bud’ na dokaze Philadelstkého chromozému, alebo na

detekcii fuzneho génu, respektive jeho transkriptu, alebo produktu. Konkrétne ide o rozli¢né
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cytogenetické metddy, rézne blotovacie techniky, fluorescencénu in situ hybridizaciu (FISH) a
metody zaloZzené na polymerazovej retazovej reakcii (PCR). Medzi najCastejSie pouzivané
patri RT-PCR a FISH. Pri sledovani vyvoja ochorenia byva ¢asto vyuzita kvantitativna real-
time PCR, pripadne detekcia diiky telomér (10, 11, 12, 13, 14).

Priebeh CML sa da rozdelit’ do troch relativne dobre charakterizovatelnych faz: chronicka
faza, taza akceleracie a blasticka kriza (10). 20 - 25% pacientov prechadza z chronickej fazy
priamo do blastickej krizy. VicSina chorych (90%) je zachytena chronickej faze (15).

Pocas chronickej fazy je v krvnom obraze pozorovatelné celé spektrum myeloidnych
buniek v rozliénom stupni maturacie, od blastov (menej ako 5%), az po plne diferencované
neutrofily. Vyrazna bazofilia je pre CML typicka, eosinofilia je tiez beznd. Kostna dren
vykazuje znamky hypercelularity s myeloidnou hyperplaziou (2).

Neliecend CML v chronickej faze prechadza spravidla po 3-5 rokoch do akcelerovane;j
fazy (16), ktora je charakteristickd postupne sa zvysujucou prevalenciou nematurovanych
myelocytov. Patologické zmeny v kostnej dreni sa morfologicky prejavuji vo forme fibrozy a
dysplazie (2). Faza akceleracie zvycCajne trva 4 az 6 mesiacov (17).

Tretim, termindlnym S$taddiom je blastickd kriza, zvdcSa trvajica iba niekolko malo
mesiacov. Charakteristickym je extrémne rychly narast populacie blastov (17). Priblizne 50%
pacientov ma prevahu myeloidnych blastov, 25% lymfoidnych, d’alSich 25% ma blasty
nediferencované. V drvivej vacsine pripadov je pritomnych niekol'ko rozli¢nych linii (3).

Faza akceleracia a blastickd kriza st spojené s postupnou kumulaciou sekundarnych
zmien, ¢i uz na urovni génovej, alebo chromozomadlnej. Medzi najcastejSie patria rozlicné
zmeny zahfnajuce preskupenia, delécie, alebo bodové mutacie v génoch pre p53, Ras, Rb. Na
chromozomalnej urovni najcastejSie dochadza k duplikédcii Ph chromozému, trizomii
chromozému 8, vzniku izochromozomu 17, menej ¢asté, ale mozné st trizomie 17, 19 a 21

chromozoému, delécie chromozémov 7 a 17 (18, 19, 20, 21).
1.1.4. Cytoldgia a molekularna biologia CML

CML bola prva malignita, ktorej Specificky marker, Philadelfsky chromozém (Ph+) bol
priamo spojeny s patogenézou (22, 23). Ide o skrateny chromozém 22, ktory vznika

recipro¢nou translokaciou medzi dlhymi ramienkami chromozémov 9 a 22: t(9;22)-(q34;q11)

(24) a je detegovatelny u 95% pacientov (1). (Obrazok 1.1)
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Obr. 1.1. Karyotyp pacienta s CML - metafazické chromozomy 9 a 22 farbené podl'a Giemsa. Sipky

ukazuju miesta translokacie. Uplne na pravo je takzvany Philadelfsky chromozom. Prebrané z (25).

Pri vzniku Philadelfského chromozému dochadza k pripojeniu casti génu abl
z chromozému 9 ku génu bcr na chromozoéme 22, zaroven dochédza k recipro¢nej udalosti na
chromozéme 9 a vzniku fuzie abl-ber (4).

Zlom na géne Abl sa mdze objavit’ v relativne velkej oblasti (viac ako 300 kb) na 5’
konci. Mdze byt lokalizovany eSte pred alternativnym exénom Ib, aj za alternativnym
exonom Ia, najcastejSie je vSak medzi nimi. Bez ohl'adu na to vSak dochddza k zostrihu
primarneho transkriptu tak, ze sekvencia pre ber sa pripaja k exonu a2.

Existuje niekolko alternativnych zén na géne bcer, v ktorych moze dojst k zlomu: M
(major) zona, m (minor) zona, a p (mikro) zéna. NajcastejSie sa ber lame v M- zone. Ide o
usek dlhy 5,8 kbp, kodujuci 5 exdénov (el2-e16 = bl-b5). Podla lokalizacie zlomu sa k a2
exonu abl prida tsek génu ber konciaci exéonom b2, alebo b3. V prvom pripade sa spojenie
oznacuje b2a2 (e13a2) a mRNA je prepisovana iba v jednej forme (b2a2). Ina situdcia nastava
v pripade spojenia exonov b3a2 (el4a2), ktoré je najCastejSie, kde vdaka alternativhemu
zostrihu vznikaju ako transkript b3a2, tak aj transkript b2a2 (26). U niektorych pacientov sa
mozu obidva typy transkriptov vyskytovat’ paralelne, boli popisané aj pripady konverzie
z jedného typu na druhy (27). Vysledny produkt ma v oboch pripadoch molekulovii hmotnost’
210 kDa.

V pripade, ze nastane zlom v m-zone bcer, posunutej viac k 5° koncu génu, dochadza
k spojeniu ela2. Molekulova hmotnost’ vznikajiiceho proteinu je v tomto pripade 190 kDa.
Tato chiméra je Casto asociovana s akutnou lymfoblastickou leukémiou (ALL), u pacientov
s CML je vzacna.

Este vzéacnejsi je zlom v p-zéne. Tu dochadza k pripojeniu exénu ¢3 (el19) ber na a2 abl,
vzniké tak spojenie c3a2 (e19a2). Produkt ma molekulovii hmotnost’ 230 kDa. Tato fuzia je

spajand s chronickou neutrofilnou leukémiou (26).
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Obr. 1.2. Lokalizacia jednotlivych zlomov na génoch ab/ a bcr a Struktiura chimérnych mRNA.
Prebrané z (26).

U pacientov boli vzacne popisané aj d’alSie alternativy fuzie, s rozlicnou prevalenciou
viazané bud’ na CML, alebo ALL: ¢2 a2’’, b2’-a2, b3a3, b2a3, bla2, e8a2, e6a2, e&-abl
intron 1b-a2, e2- abl intrén 1b-a2, e2a2,e2’-"1A, ela3. (28)

Produkt fuzneho génu - fizny protein BCR-ABL zasahuje do mnoZstva signalnych drah -
zvySuje zivotaschopnost, blokuje apoptézu, ovplyviiuje zlozenie cytoskeletu, navodzuje
nestabilitu genomu (3). Tato polyfunkénost’ je umoznena pritomnostou viacerych funkénych
domén. Pre uplne pochopenie molekularneho mechanizmu transformécie je nutné poznat
jednotlivé funkéné domény, ich vzdjomnu interakciu, ako aj ich pdvodnu funkciu a regulaciu
v normalnych celularnych proteinoch c-BCR a c-ABL.

Ludsky c-ABL ma molekulovi hmotnost’ 145 kDa. Je lokalizovany predovsetkym v jadre,
ale aj v cytoplazme, kde je viazany na F-aktin (29). Bola pozorovana zmena lokalizacie v
zavislosti od okolnosti (4). Je exprimovany v celom organizme, najviac vSak v slezine,
tymuse a semennikoch (30). Vyskytuje sa v dvoch formach, ktoré vznikaju alternativnym
zostrihom prvého exénu. Forma kodovand mRNA obsahujicou exén Ib je o 18 aminokyselin
dlhsia ako forma kdédovana mRNA obsahujucou exoén la, navySe je myristilovana (4, 26).
Tieto odlisnosti rozhoduju o lokalizacii proteinu (31), na funkénost’ jednotlivych foriem vSak
pravdepodobne nemajui zasadny vplyv (4). Funk¢ne patri c-ABL medzi nereceptorové tyrozin
kindzy s nizkou enzymatickou aktivitou (1). Jeho tyrozin kindzovu aktivitu sprostredkiva

SH1 doména (Src holomogy 1). Domény SH3 a SH2 sa podiel’aji na regulacii SH1. Vsetky
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tri su lokalizované na N-konci proteinu (3, 32). Priblizne v strede sa nachadza na prolin
bohata oblast’, viazuca CRK a CRKL (8). Na C-konci je jadrovy lokaliza¢ny signal (nuclear
localization signal, NLS) a niekol'ko DNA-viazicich domén (DNA binding domain, DNA-
BD) a aktin-viazucich domén (Actin binding domain, A-BD) (29).

In vitro stidie naznacuju, Ze za fyziologickych podmienok c-ABL participuje na regulacii
najmenej dvoch mechanizmov. Ide o obranny mechanizmus proti poskodeniu DNA a o
participaciu na signalnych drédhach suvisiacich s adhéznymi molekulami. Mysi s vyradenym
génom (,,knock-out“) pre ABL vykazuji vysoku postnatdlnu mortalitu, poskodenie
imunitného systému, nasledni zvySeni vnimavost k infekcii (4), ale aj porusenu
spermatogenézu (29) a naruSenie funkcie osteoblastov (32).

Bunkovy protein ¢c-BCR ma molekulovi hmotnost 160 kDa a je lokalizovany v
cytoplazme (4). O jeho funkcii je relativne malo informacii (29). N-koniec proteinu BCR tvori
oligomerizacnd doména (OD), umoziiujuca homotetramerizaciu. Po nej nasleduje oblast’, na
ktorej je kolokalizovana serin/threonin kindzova aktivita a SH2-viazica doména. Centralna
oblast’ nesie sekvencie s homologiou pre Dbl, Rho, cdc24. Na C-konci je umiestnena rac-
GAP doména, ktora vSak vo fuznych proteinoch velkych 190 a 210 kDa chyba a je pritomna
iba v pripade 230 kDa velkého proteinu, sposobujuceho chronickl neutrofilni leukémiu
(CNL) (3, 8, 29, 32).

Mysi s vyradenym bcr génom maji poSkodené neutrofily a vykazuji zvySent nachylnost’
k septickému Soku (31).

Z predchédzajucich odsekov je zjavné, Ze fuzny protein BCR-ABL (p210) nesie niekol’ko
domén z rozlicnymi funkciami, ktorych vzajomna interakcia zodpoveda za jeho onkogénne
vlastnosti (3, 33, 34). Pre onkogénny potencial BCR-ABL je najdolezitejSia a nevyhnutna
tyrozin-kindzova aktivita SHI domény (35), ktord je podstatne vysSia ako aktivita c-ABL
(36). Toto zvySenie TK-aktivity umoznuje oligomerizacnd doména z N-konca BCR tym, Ze
tvorbou homotetraméru priblizi jednotlivé SH1 domény k sebe, ¢o umozni ich vzajomnu
konstitutivnu aktivaciu (3). Delecnd analyza ukézala, ze tato funkcia OD je pre navodenie
myeloproliferacného ochorenia nevyhnutnd (24). Protein BCR-ABL s nefunkénou OD
doménou je schopny navodit’ iba proliferaciu T-buniek, navySe po dlhej latencii (37). OD
doména moduluje aj interakciu BCR-ABL a aktinu (38).

Dal§im dolezitym §truktirnym motivom je oblast’ viaziica SH2 doménu proteinu GRB2,
ktory aktivuje Ras drahu (3, 35). Pre funkciu SH2-viazicej domény sa zda byt zasadny

tyrozin na pozicii 177. Hoci jeho muta¢na zdmena neznamend uplné zrusenie onkogénnych
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vlastnosti, dochadza vSak k vyraznému zmierneniu prejavov experimentalne indukovaného
ochorenia u mysi (39).

Dbl homologna oblast’ zdiel'a sekvencie s GAP doménou onkoproteinu DBL a
prostrednictvom interakcie s proteinmi rodiny Rho by sa mohla podielat’ na regulécii
prestavby cytoskeletu (40). Na druhej strane, tento region chyba v sekvencii proteinu p190,
ktory ma vyssi transformacny potencial, ¢o by mohlo naznacovat’ jeho tlohu v negativnej
regulacii (4).

Sekvencie odvodené od Abl zainaju vo fuznom proteine SH3 doménou (37), ktora
pravdepodobne zohrava tlohu negativneho regulétora tyrozin-kindzovej aktivity SH1 domény
(41). Jednym z potencidlnych mechanizmov moze byt interakcia s proteinom Pag. Tento
protein, patriaci do rodiny proteinov regulujicich oxidativny stres, inhibuje fosforylaciu
nadprodukovaného c-ABL (42). O ulohe pri negativnej regulacii aktivity SH1 domény svedci
aj vysledok dele¢ného experimentu, pri ktorom bol obnoveny transformaény potencial BCR-
ABL inhibovaného deléciou OD domény tym, ze bola dodato¢ne deletovana aj SH3 doména
(39).

Doména SH2 nie je nevyhnutnd pre samotnu transformdaciu, a vsSak je potrebna pri
navodeni nezavislosti na rastovych faktoroch (3). V ramci fuzneho proteinu BCR-ABL
interaguje s SH2-viaziicou doménou z N-konca BCR (4).

Po SH3 a SH2 doméne nasleduje uz spominana SH1 doména.

Za SHI1 doménou sa nachédza oblast’ schopna viazat’ adaptorové proteiny z rodiny Crk -
Crk a CRKL (Crk-like). Ide o proteiny zapojené v relokalizacii a aktivacii viacerych
efektorovych proteinov, ktorych biologickd funkcia spociva predovSetkym v modulacii
adhézie a migracie buniek (43).

Na C- konci fuzneho proteinu sa nachadzaju 3 jadrové lokalizané signaly (nuclear
localization signal - NLS) a jeden jadrovy exportny signal (nuclear export signal), ktoré u c-
Abl determinuju jeho lokalizaciu vzhl'adom na podmienky prostredia. Dalej tam je DNA-
viazuca doména (DNA binding domain) a aktin-viaziica doména (Actin binding domain) (8).

Poskodenie aktin-viazicej domény vedie k znizeniu transformac¢ného potencialu (4).

Protein BCR-ABL viaZe, alebo fosforyluje viac ako 20 rozlicnych proteinov (Tabulka
1.1). Vela z nich je sucastou drah prenasajucich rozli€né signaly (44). Na rozli¢nych
urovniach st do nich zapojené proteiny ako Ras, Raf, RAC, PI-3K, AKT, JUN, STAT, c-
Myc, Bcl-2 a pravdepodobne mnoho d’alSich (35). Ide o drahy a proteiny ovplyviiujuce

adhéziu, proliferaciu, nezavislost’ na rastovych faktoroch, prezivanie a bunkovy cyklus (18,
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45). Je relativne zlozité odhadnut’ vyznamnost vplyvu aktivacie konkrétnej drahy na
konkrétny biologicky efekt. Jednym z doévodom moze byt relativne vysokd redundancia
jednotlivych zainteresovanych proteinov. Je teda nepravdepodobné, Ze by jedna konkrétna

dréha zodpovedala sama o sebe za transformaény potencidl BCR-ABL (3, 26).

Tabul’ka 1.1 (Zdroj: 44)

Zoznam proteinov interagujicich s BCR-ABL

Nazov proteinu Jeho funkcia

Grb-2 adaptorovy protein

CRKL adaptorovy protein

She adaptorovy protein

Ras-GAP protein aktivujuci Ras GTP-azu

mSOS protein uvoltiujici guanin

p62-Dok protein asociovany s Ras-GAP

p190 protein asociovany s Ras-GAP

Syp protein tyrozin fosfataza

PLC-y fosfolipaza C-y

PI -3K p85 regula¢na podjednotka PI-3K

Vav protein obsahujtici SH2 a SH3, viazany na hematopietické bunky
Fes tyrozin kinaza viazana na hematopietické bunky
FAK kinaza fokalnej adhézie

STAT1/STATS prenasac signalu a aktivator transkripcie
F-aktin Strukturny protein

Paxillin adhézny protein

Vinculin adhézny protein

Talin adhézny protein

Tensin adhézny protein

Ber serin/threonin kinaza a Rac-GTP-dza
Bap-1 protein asociovany s Ber

Cbl cytoplazmaticky protein

Abi-1/Abi-2 proteiny interagujuce s Abl

Aktivacia drahy Ras je jednou z najdolezitejSich funkcii BCR-ABL. Experimenty s
mutacnou inhibiciou funkcie Ras ukézali, Ze je pre transformacni a anti-apopticku aktivitu
BCR-ABL nevyhnutny. Do sprostredkovania aktivacie su zapojené prinajmensom 3

adaptorové proteiny - Grb-2, SHC, CRKL (44, 46, 47).
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Draha PI-3K sprostredkuva transformaciu myelocytov. Protein BCR-ABL aktivuje PI-3K
interakciou cez jej regulacnu podjednotku, protein p85. Pri in vitro experimentoch s bunkami
nesticimi defektni PI-3K bola inhibovana transformacné aktivita BCR-ABL (48, 49).

STAT1 a STATS st v primarnych bunkach CML, ako aj v mnohych BCR-ABL
pozitivnych linidch konstitutivne fosforylované. STATS navodzuje anti-apopticky stav
transkripénou aktivaciou génu Bc/-xL. Okrem toho je indukovand produkcia rozli¢nych
rastovych faktorov a cytokinov, ale aj ich receptorov. BCR-ABL aktivuje STAT1 aj STATS
priamo, teda nie je nutna predchadzajtca aktivacia Jak proteinov (26).

Zmenu adhezivity sposobuje rozsiahla prestavba cytoskeletu. Aktinové vldkna totiz plnia
nie len Struktirnu funkciu, ale st zainteresované aj pri prenose rozliénych signalov. V bcr-
abl-transformovanych bunkach je vyrazne vyssi podiel F-aktinu ako v normalnych. V takto
zmenenych bunkach je pozorovand kolokalizdcia a naslednd fosforylacia rozlicnych
adhéznych proteinov a BCR-ABL. Ide napriklad o tensin, talin, paxilin, vinculin, FAK (3, 26,
38).

Nezavislost na rastovych faktoroch je sprostredkovand schopnostou BCR-ABL
indukovat’ produkciu cytokinov ako su IL-3, GM-CSF a G-CSF (35).
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Obr. 1.3. Schéma molekularnych drah ovplyvnenych chimérmym proteinom BCR-ABL. Prebraté z
(21).
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1.2. Sucasné moZnosti liecby CML

Konvenéné moznosti liecby CML aZ do neddvnej minulosti zahfiiali niekol'’ko moZnosti.
ISlo o klasicku chemoterapiu, lie¢bu interferonom-a a transplantaciu kostnej drene (44, 50). V
prvej dekade 21. storocia vSak s objavom a zavedenim Specifickych inhibitorov tyrozin
kinazy, predovsetkym imatinib mesylatu (STI 571, Gleevec) predchadzajice lieCebné pristupy
ustupili do uzadia (8). Kazdy zo spomenutych terapeutickych pristupov ma, alebo mal
vzhladom na dané okolnosti v urcitej dobe, svoje vyhody aj nevyhody. Pre pochopenie

potreby vyvoja novej liecby je dodlezité poznat’ prave tieto vlastnosti a obmedzenia.

1.2.1. Klasicka chemoterapia

Ako prvé liecivo pouzité pri pokuse lieCit’ chronicki myeloidnu leukémiu je uvadzany
oxid arzénu. Prvy krat bol pouzity uz v roku 1865 (5).

Az do zaciatku 50-tych rokov 20. storocia bola CML liecend s vyuzitim rozli¢nych
prostriedkov, ako napriklad radioaktivny fosfor, urethan, trietyl melanin, kolcemid, ale aj
ozarovanie, pripadne krvné transfuzie (51). Ni¢ z toho vSak nezabezpelilo vyraznejsi
terapeuticky vysledok.

Prvy vyrazny zlom v liecbe CML nastal po zavedeni busulfanu. Oproti ostatnym, v tej
dobe pouzivanym cytostatikdm, predlzoval zivot pacientov (44, 51). Uz prva lieCebna kara
zvycajne viedla k zmierneniu symptémov. Zavazne neziaduce efekty neboli prili§ Casté, ale
vyskytovali sa. Ddlezitou vlastnostou busulfanu bola mozZnost” opakovane podstupovat
liecbu, avsak s pribudajicim poctom liecebnych kur sa skracovala doba remisie a zvySovala
pravdepodobnost’ vyskytu neziaducich efektov (51).

Priblizne po desiatich rokoch pouzivania busulfanu sa zacala v liecbe CML presadzovat’
hydroxyurea. V niekol’kych klinickych $tadiach sa ukdzal nie len jej rychly ucinok, ale
predovietkym u pacientov lie¢enych pomocou hydroxyurey bola predizend priemerna doba
prezivania z 45 mesiacov, na 58 mesiacov, ¢o bolo signifikantné zlepSenie. NavysSe vedlajSie
efekty hydroxyurey boli eite o nie¢o mensie. Dalsim dolezitym zistenim bol fakt, Ze
hydroxyurea prinaSa terapeutické zlepSenie ako u nizko rizikovych, tak aj u vysoko
rizikovych pacientov. Hydroxyurea sa tak stala lieckom prvej volby, busulfan sa zacal

pouzivat’ iba u pacientov nereagujucich na lie¢bu hydroxyureou (52, 53).
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1.2.2. Interferén-a

V 80-tych rokoch sa zacal pri liecbe CML vyuzivat’ interferon-o (IFN-a) (50). Niekol'ko
klinickych stadii v rozlicnych krajinach Europy ukazalo vyhody jeho vyuzitia (44).
Kompletna remisia je sice vzacna (54), na druhej strane vSak priemerna doba prezivania
pacientov lieCenych IFN-a je v porovnani s pacientmi lieCenymi konvenénou chemoterapiou
(busulfan, hydroxyurea) predizena z 52 na 72 mesiacov. Viac ako 6 rokov prezilo 50%
pacientov lieCenych IFN-a a 29% pacientov lie€enych klasickou chemoterapiou. U 16%
pacientov liecenych IFN-a musela byt’ prerusena liecba kvoli vedl'ajs$im neziaducim tcinkom.
(55, 56, 57).

U 40-60% pacientov, ktori dosiahli kompletni cytogenetickii remisiu boli detegované
Specifické T-lymfocyty proti proteindze 3, ¢o je protein, ktory je Casto nadprodukovany v
leukemickych bunkach. U pacientov, ktori nedosiahli kompletnu remisiu po liecbe IFN-a., ani
u pacientov lie¢enych chemoterapiou takéto T-lymfocyty neboli dokazané nikdy (58). Tieto
vysledky naznacuju, ze by pri navodeni Uplnej remisie mohla zohravat’ tlohu aj stimulovana
imunitna odpoved’ organizmu.

Velkou nevyhodou su relativne vysoké néklady - su priblizne 200 krat vysSie ako pri

konvencnej chemoterapii (56).

1.2.3. Alogénna transplantéacia

Alogénna transplantacia kostnej drene stale zostava jedinym pristupom k liecbe CML,
spojenym s moznostou uplného vyliecenia (59, 60, 61). Bohuzial’ je tato liecba spojena s
relativne vysokou morbiditou a mortalitou (16), navySe je pristupna iba priblizne 40%
pacientov (60). Limitujucim faktorom je predovSetkym existencia vhodného darcu, ale aj jeho
vek, zhoda pohlavia darcu a prijemcu, aj to, &i ide o pribuzného, alebo nie. Dalej
pravdepodobnost’ tspechu transplantacie ovplyviiuje vek pacienta, fiza a dizka jeho
ochorenia a predchadzajuca liecba (50, 60, 62). Pravdepodobnost’ imrtia po transplantacii je
medzi 20 - 40% (63). Pri¢inou smrti byvaji okrem rejekcie a reakcie Stepu proti prijemcovi
(GVHD - graft versus host disease) aj rozlicné bakteridlne, hubové, alebo virusové infekcie
(60).

Za optimalneho darcu je povazovany HLA identicky strodenec (44). Hypotetickou

vyhodou nepribuzného darcu moze byt silnejsi efekt "Step vs. leukémia" (GVLE - graft versus
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leukemia effect), na druhej strane hrozi zvysena pravdepodobnost’ rejekcie, pripadne reakcia
Stepu proti prijemcovi (GvHD) (64). LepSiu prognézu maji mladsi pacienti, Sancu zvysSuje aj
niz§i vek darcu (44). Sanca na preZitie po transplanticii pocas fazy akceleracie je iba
polovicna, pocas blastickej krizy dokonca mensSia ako 20%, oproti pacientom
transplantovanym v chronickej faze (65). Pacienti, ktori podstipia transplantaciu do
dvanastich mesiacov od diagnozy, maju lepSiu prognézu (62).

Ak pacient prezije proceduru, a ta bola urobend v skorej chronickej faze, tak je Sanca na
uplne vyliecenie az 70%-na (60).

Vzhl'adom na vysoku rizikovost' a narast rizika s vekom, je pre starSich pacientov
vhodnejsia liecba, ktora sice nema predpoklady na uplné vylieCenie, na druhej strane vSak
vyrazne predizi a skvalitni Zivot. U mladich pacientov, s vysSou pravdepodobnostou prezitia
procedury a s dostupnym vhodnym darcom, je transplantdcia alternativou, ktora s urcitou
pravdepodobnostou mdze navodit’ Uplne vyliecenie, samozrejme s podstupenim rizika blizke;j

smrti (62, 66).

1.2.4. Inhibitory tyrozin kindzy

Zavedenie imatinib mesylatu (Gleevec, Glivec, STI 571) dramaticky zmenilo sucasnii
liecbu chronickej myeloidnej leukémie (60, 67). Chemicky ide o derivat 2-
fenylaminopyrimidinu (67). Imatinib mesylat je Specifickym inhibitorom tyrozin kinazovej
aktivity proteinu ABL a jeho derivatov: BCR-ABL, v-ABL, TEL-ABL. Dalej inhibuje kinazy
kodované génmi Kit, ARG a PDGF-R. Inhibi¢na aktivita proti ostatnym tyrozin kindzam a
serin/threonin kinazam bola minimalna, ¢o naznacuje jeho relativne vysoku Specifickost’ (68,
69). Mechanizmus U¢inku je zaloZeny na vdzbe imatinibu v ATP-viaZucej oblasti a stabilizuje
tak inaktivnu konformadciu tyrozin kindzovej oblasti (70). Funguje teda ako kompetetivny

inhibitor (67).
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Obr. 1.4. Struktira imatinib mesylatu a jeho vizba na c-ABL. Prebraté z (67).

Imatinib sa stal komeréné dostupny v maji 2001 (71) a vd’aka svojej vysokej ucinnosti a
nizkej toxicite sa vel'mi skoro stal lickom prvej vol'by (8).

Posledné vysledky ziskané v medzinarodnej stadii IRIS, v ktorej bolo zaradenych viac
nez 1100 pacientov, ukazali vyrazne prediZenie preZivania. Celkove prezilo viac ako 6 rokov
88% pacientov, ak by sa mala brat’ do tvahy iba umrtnost’ priamo spojena s CML, tak by to
bolo dokonca 95% (72). Uspesnost’ lieéby uz z daleka nie je taka vysoka, ak ide o pacientov
vo faze akceleracie, pripadne v blastickej krize, a to napriek tomu, Ze je Standardne pouzivana
vyssia davka (67, 73).

Imatinib je vo vSeobecnosti vel'mi dobre tolerovany. Vedl'ajSie efekty, ak sa vyskytna,
nie su vo vicsine pripadov zadvazné. Ide hlavne o zadrziavanie tekutin, nevolnost, slabost’,
svalové kfce a vyrazka (69).

Napriek zjavnej ucinnosti imatinibu, dochddza u niektorych pacientov k vzniku
rezistencie. T4 mdze vzniknut' rozlicnymi mechanizmami, ale najbeznejSie su nasledujice
dva: a) vznik bodovych mutdcii v oblasti miesta vdzby imatinibu, ktoré zabrénia jeho
naviazaniu; alebo b) amplifikdcia génu bcr-abl a nasledne mnoZstva jeho produktu (60).
Riesenim tohto problému moze byt pouzitie vysSej davky imatinibu, alebo pouzitie
inhibitorov TK druhej generacie ako je napriklad dasatinib a nilotinib (74, 75, 76). Klinicky
testované boli pred casom dalSie inhibitory - SKI-606 (bosutinib), INNO-406, alebo MK-
0457 (74).
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Dasatinib bol prvym pripravkom povolenym na lieCbu imatinib rezistentnych, alebo
imatinib netolerujucich pacientov. Od imatinibu sa 1iSi chemickou Struktarou. Viaze sa na
rozlicné konformacie ABL kinazovej domény. In vitro méa az 325 x vysSiu aktivitu ako
imatinib. Je u¢inny proti va¢Sine mutacii navodzujucich rezistenciu proti imatinibu.

Nilotinib je anal6gom imatinibu, a podobne ako dasatinib, je u¢inny proti va¢Sine mutacii
navodzujucich rezistenciu proti imatinibu.

Len menej ako 10% pacientov dosiahne uplnti molekuldrnu remisiu, ked’ nie su
transkripty ber-abl detegovatelné pomocou RT-PCR (66). Navyse, u vac¢siny pacientov, ktori
prerusili terapiu po dosiahnuti dlhodobej tplnej molekularnej remisie, doslo v kratkom case k
relapsu (8). Tato neschopnost’ imatinibu vyliec¢it CML tplne je pravdepodobne sposobena
existenciou neproliferujucich kmenovych buniek CML. Takéto kmenové bunky davaji vznik
leukemickym bunkam, ktoré su rezistentné proti imatinibu, hned’ po preruseni liecby, alebo

modzu byt zodpovedné za progresiu choroby a navodenie rezistencie (77, 78).

24



1.3. Experimentdalne pristupy k lieche CML

1.3.1. Génova terapia a imunoterapia vSeobecne

Pod pojmom génova terapia rozumieme také terapeutické zasahy, ktoré vyuzivaji
geneticky materidl - prevazne DNA, ale je mozné aj pouzitie RNA. Tento geneticky material
je vnasany do buniek z rozliénych dovodov: a) moédze ist o snahu opravit' fungovanie
nefunkéného, alebo posSkodeného génu; b) moze ist' aj o vnesenie novej funkcie; c) alebo
naopak o potlacenie nejakej funkcie; d) dokonca o usmrtenie geneticky modifikovanej bunky.
Pre prenos genetického materialu je vyvinuté Siroké spektrum rozli¢nych metdd, ktoré mozno
podl’a ich podstaty rozdelit’ na a) fyzikalne; b) chemické; c) biologické.

K fyzikdlnym metédam partia mikroinjekcie, elektroporacia, hydrodynamicka
transdukcia, balisticka metéda a mnoho d’alSich variacii a kombinacii na dant tému.

Podobne su na tom ¢o do pocetnosti aj chemické metddy transdukcie. Okrem klasickej
kalcium-fosfatovej precipitacie je k dispozicii mnozstvo transfekénych cinidiel na baze
lipidov. Existuju metodiky na pripravu zlozitych komplexov DNA a rozliénych molekul
schopnych Specificky nasmerovat’ DNA do ciel'ovych buniek. Pri tomto spdsobe st vyuzivané
rozli¢né protilatky, ¢i ligandy receptorovych molekul. Ide teda o prechod medzi chemickymi
a biologickymi metodami.

Medzi najcastejSie pouZivané biologické vektory patria rozliéné mutantné, alebo
génovymi manipulaciami upravené virusy. Ide predovsetkym o retrovirusy, adenovirusy,
AAV, herpetické virusy a virus vakcinie. Ako vektory moézu byt vyuzité aj niektoré
intracelularne zijice baktérie, nie su vSak prili§ rozsirené. Zvlastnou kapitolou su onkolytické
virusy.

Imunoterapia je definovana ako terapeuticky postup, pomocou ktorého je modulovana
imunitna odpoved’ organizmu takym sposobom, ze sprostredkuje lieCebny efekt. Zvacsa ide o
navodenie imunitnej reakcie proti konkrétnemu antigénu, alebo sérii antigénov.

Ako imunoterapeutikd moézu byt pouzité rozlicné DNA vakciny, bunkové vakciny,
peptidové a proteinové vakciny, hybridné VLP ¢astice, rekombinantné virusy exprimujuce,
alebo na svojom povrchu nesuce antigénny epitop, bunkové lyzaty, atd’.

Deliaca Ciara medzi génovou terapiou a imunoterapiou je nejednoznacna. Preparaty
pouzivané ako imunoterapeutick¢ agens su totiz Casto produktmi génového inZinierstva.
Vel'mi dobrym prikladom terapeutického agens, patriaceho do oboch kategorii, si DNA

vakciny. Pouzivaju sa na imunizaciu, ide teda o imunoterapiu, a zaroven je ako terapeuticky
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material pouzitd DNA, teda ide o formu génovej terapie. V podobnej pozicii st geneticky
modifikované bunky, pouzivané na imunizaciu. Navyse gény, vnesené do tychto buniek, casto
kéduju rozliéné zlozky imunitného systému. Rekombinantné virusy a VLP nest sekvenciou
pre epitop/antigén, ktord do nich bola vnesend génovou manipuldciou, pritom sluzia na
imunizaciu. Dokonca aj proteinové vakciny su c¢asto pripravené s pomocou génovych
manipulécii. Na zaver mézme povedat, ze nie je dolezité formalne zaradenie vakciny, ale jej

terapeuticka uspesnost’.

1.3.2. Imunoterapia a chronickd myeloidna leukémia

Pri vyvoji nového terapeutického pristupu je okrem in¢ho vel'mi dblezitd odpoved na dve
zékladne otazky: a) Je potrebné/Mé zmysel vyvijat’ novy terapeuticky pristup?; b) Existuju
teoretické predpoklady pre tispeSnost/fungovanie zvoleného pristupu?

Odpoved’ na prvu otazku je dand sucasnymi moznostami lieCby CML. Tak, ako bolo
popisané v predchadzajticej kapitole (kapitola 1.2.), CML moze byt trvalo vylieCena iba
transplantaciou kostnej drene, ¢o je zivot ohrozujlica procedura s relativne vysokym rizikom
smrti. NavySe je dostupna iba Casti pacientov.

Druhou moznost'ou je v§eobecne dostupnad, zivot vyrazne predlzujuca a v drvivej vacsine
pripadov vel'mi dobre tolerovana terapia inhibitormi tyrozin kinazy, ktora vSak nie je schopna
ochorenie vylie€it, a teda nemoZe byt preruSend, ¢o je samozrejme nevyhodne, ¢i uz z
pohladu pacienta, alebo z pohladu ekonomického. Okrem toho tu existuje riziko vzniku
rezistencie. Takyto pripad sa rieSi podanim in¢ho typu inhibitora, tych vsSak nie je
neobmedzené mnozstvo.

Za tychto podmienok je pochopitelnd a potrebnd snaha o vytvorenie terapeutického
pristupu, ktory je schopny uplne vylie¢it CML, a zaroven by bol pristupny vSetkym
pacientom.

Kladna odpoved na druht otdzku je bez experimentidlneho overenia iba odhadom. Na
druhej strane je to vSak odhad podlozeny viacerymi pozorovaniami.

a) Vo vsetkych bunkdch CML je produkovany chimérny protein BCR-ABL. Flzne miesto
ma unikatnu sekvenciu, ktord moéze sluzit' ako ter¢ pre imunitni odpoved. Navyse je
exprimovany aj protein ABL-BCR (79, 80, 81).

b) BCR-ABL aktivaciou rozlicnych drédh spdsobuje nadprodukciu d’al$ich proteinov, ktoré sa
v normalnych bunkach vyskytuju bud’ v menSom mnozstve, alebo sa vyskytuju iba v urcitej

faze embryonalneho vyvoja. Ide teda o antigény, ktoré mozeme oznacit’ ako tumor asociované
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antigény (TAA). Ako priklad mézme uviest WT-1, proteindzu-3, Cat-G, HNE, Bcl-2, G250,
hTERT, HSP70, MAPP11, HAGE, PRAME, Au-A, CML28, CML66, adipofilin, RHAMM,
Survivin, NM23-H2, Ber (82, 83). U pacientov s CML vznikaji proti tymto proteinom
imunitné reakcie (84, 85, 86, 87).

¢) U zdravych jedincov bola dokazana pritomnost’ génu bcr-abl (88, 89). Aj ked’ existuji pre
tento jav aj iné vysvetlenia, je redlna moznost, ze za neprepuknutie choroby zodpoveda
imunitny dohlad organizmu. Pre toto vysvetlenie hovori aj pritomnost BCR-ABL
Specifickych, CD8+ T-lymfocytov (90).

d) U pacientov s CML bola detegovana imunitna odpoved’ proti proteinu BCR-ABL, aj inym
proteinom asociovanym s CML (84, 90, 91). O pravdepodobnej ulohe imunitnej odpovede pri

"y

vylieceni CML sved¢i aj pozorovanie efektu "Step vs. leukémia" (graft vs. leukemia), o
ktorom sa predpoklada, Ze je jednym z hlavnych mechanizmov terapeutického u€inku
transplantacie kostnej drene. Tento ndzor je podporeny aj uc¢inkom transfuzie darcovskych
lymfocytov (donor lymphocyte transfusion - DLT), ktord sa pouziva ako terapia relapsov po
transplantacii (44). Dal§im dékazom o participacii imunitnej odpovede na vylie¢eni CML, je
uz spominana pritomnost’ Specifickych T-lymfocytov proti proteindze 3 u pacientov,
liecenych IFN-a, ktori dosiahli remisiu a nepritomnost’ u pacientov, ktori remisiu nedosiahli
(58).
e) CML je choroba, ktora sa rozvija pomaly, a teda Cas potrebny na navodenie dostatocnej
imunitnej odpovede je k dispozicii.
f) Leukemické bunky cirkuluju v krvnom a lymfatickom systéme, €o z nich robi bunky I'ahko
dostupné pre jednotlivé komponenty imunitného systému. NavySe je tu predpoklad, ze za
tychto podmienok bude negativna rola rozli¢nych buniek infiltrujicich solidné nadory (Tre,
TAM, atd’.) minimalna.
g) Existencia imatinib mesylatu a inych inhibitorov tyrozin kindzy umoziuje redukciu
vacsiny leukemickych buniek. Imunitny systém stimulovany pomocou imunoterapie by sa tak
musel vysporiadat’ iba s minimalnou rezidualnou chorobou, ¢o je, vzhl'adom na doterajsie
sktisenosti s imunoterapiou, optimalny pripad.

Na zéklade tychto faktov sa moéZeme domnievat, Ze pokus o imunoterapiu CML je

opodstatneny a ma teoretické predpoklady uspiet’.
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1.3.3. Struény prehl'ad doterajsich experimentalnych pristupov k liecbe CML

Publikované prace relevantné k téme tejto prace mozno rozdelit' na niekol’ko skupiny
podl'a modelového objektu. Ide jednak o prace robené na zvieracom modely, prace robené na
T'udskych bunkéch a klinické studie na pacientoch.

Velké mnozstvo publikovanych vysledkov ziskanych na mySom modely pochadza od
skupiny profesora Katsanisa. Ako vakciny pouzivali peptidy odvodené od spoja BCR-ABL,
peptidom pulzované dendritické bunky, na chaperony bohaté lyzaty bcer-abl pozitivnych
leukemickych buniek. Vysledky naznacovali imunogenicitu spoja BCR-ABL (92, 93, 94).

Pri in vitro experimentoch s ludskymi bunkami su pouzivané¢ bud bunkové linie
odvodené od buniek pacientov v blastickej krize, alebo priamo leukemické bunky ziskané od
pacientov. Ako vakciny boli najcastejSie pouzivané peptidy z oblasti spoja BCR-ABL (95, 96,
97) a rozli¢ne pulzované dendritické bunky (98, 99, 100).

Doteraz bolo publikovanych 13 klinickych $tadii. Vacsina vakcin bola zaloZzend na
peptidoch odvodenych od spoja BCR-ABL, respektive ich zmesi. Okrem toho boli pouzité
vakciny na baze dendritickych buniek, peptidy odvodené od WT-1, proteinazy 3 a HSP70 s
naviazanymi leukemickymi proteinmi a v jednej $tadii geneticky modifikovana nddorova linia
(K562 produkujuca GM-CSF). Vysledky boli relativne priaznivé. VSetky vakciny boli dobre
tolerované, bola pozorovana imunologicka aj klinickd odpoved’. Na druhu stranu iSlo o malé
Studie (3-20 pacientov) a ziadna z nich nebola robena ako dvojito slepa, ¢o v kombinacii s
faktom, Ze boli pouzité rozli¢né vakciny a vakcina¢né protokoly, vyrazne st'azuje objektivne

porovnanie jednotlivych vysledkov (82, 101, 102, 103).

1.3.4. DNA imunizacia proti ber-abl-pozitivnym bunkdm

Pri imunizacii pomocou gene-gun-u je do koze doslova vstrelend DNA vakcina prilepend
na zlatych mikropartikulach. Cast DNA prenikne do buniek, a nasledne do bunkového jadra,
kde je geneticka informacia prepisana do mRNA, ktord je na ribozoémoch prelozena do formy
proteinu. Protein je v bunke Stiepeni a prislu§né epitopy su vystavované na povrchu buniek
pomocou molekul MHC. Medzi transdukovanymi bunkami je urcité percento antigén
prezentujucich buniek (APC), pripadne APC mohli ziskat antigén z okolia (mftve
transdukované bunky, produkt transgénu vyprodukovany inymi bunkami do okolia). Tieto

bunky st schopné migrovat pomocou krvného a lymfatického systému do lymfatickych
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organov, kde pomocou prezenticie antigénu v kontexte MHC a kostimula¢nych molekul
aktivuju antigén Specifické bunky imunitného systému (T a B lymfocyty).

Okrem prace uvedenej v prilohe, nebola zatial’ publikovana Ziadna ind praca popisujlica
DNA imuniziciu pomocou gene-gun-u proti ber-abl-pozitivnym bunkdm. A to napriek
nespornym vyhodam: plazmidova DNA je presne definovand, 'ahko namnozitelnd, 'ahko
skladovatel'nda, imunizacia pomocou gene-gun-u je v podstate neinvazivna, spotrebuje sa pri
nej cca 100x menej DNA ako pri intramuskularnej imunizacii, je opakovatel'na (Na rozdiel od
pouzitia niektorych virusovych vektorov, ktoré vyvolavaji imunitné reakcie aj proti sebe.) a

je aj relativne lacna.
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2. Material a metody

2.1. Model

Ako experimentadlny model bol pouzity inbreadny kmein mySi BALB/c a syngénne
bunkové linie transformované fiznym génom bcr-abl a exprimujice p210°™*. Medzi
nesporné vyhody takého modelu patri l'ahkd manipulovatelnost’, relativne nizke naklady a
kratky ¢as nevyhnutny na ziskanie experimentalnych vysledkov. K nevyhoddm patri rychly
priebeh experimentalneho ochorenia, ktory pripomina skor akttnu leukémiu, alebo blasticku
krizu chronickej myeloidnej leukémie ako chronickti fazu CML. A prave chronicka faza je
tym obdobim, o ktorom je opodstatnené sa domnievat, Ze je najvhodnejSie na aplikaciu
imunoterapie. Tento fakt nebol problematicky len z pohladu formalneho dodrzania
podobnosti experimentdlneho modelu a skutoéného ochorenia, ale vniesol do systému aj
praktick¢ obmedzenia. Za danych podmienok bolo v podstate nemozné vytvorenie u¢innej
terapeutickej schémy. Na druhej strane je prvym krokom vo vyvoji terapeutickych vakcin
potvrdenie ucinnosti testovanych preparatov v pokusoch o vyvolanie ochrany proti podanym

nadorovym bunkém, a tak boli vakciny testované v schéme preventivnej imunizacie.
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2.2. Bunky

Bunky B210, 12B1, 12B1/5 a HL60 boli pestované a pasazované v zivnhom médiu RPMI,
293T bunky v médiu DMEM. Média boli doplnené 10% FCS (PAA Labs., Linz, Rakuasko),

2mM glutaminu a antibiotikami.

2.2.1. B210, 12B1 a 12B1/5

Bunky B210 ndm daroval G.Q. Daley (Whitehead Institute of Biochemical Research,
Cambridge, MA), bunky 12B1, pdvodne izolované¢ J. McLaughlin-om, nam poskytol E.
Katsanis (University of Arizona, Tuscon, AZ). B210 maji pdvod v linii odvodenej od buniek
kostnej drene mysi BALB/c - BaF3. Boli vytvorené pomocou infekcie retrovirusom nesucim
Pudsky fazny gén bcr-abl (104). Linia 12B1 bola odvodena priamo od primarnych buniek
kostnej drene za pomoci podobne skonstruovaného retrovirusu (105). Napriek tomu, ze obe
boli vytvorené retrovirusovou transformaciou 'udskym génom ber-abl (v b3a2 konfiguracii),
dokonca produkujii porovnateIné mnoZstvo BCR-ABL proteinu, liSia sa v mnoZstve

zasadnych vlastnosti. Podrobnosti su v tabul’ke 2.1.

Tabul’ka 2.1
Porovnanie vybranych vlastnosti buniek B210 a 12B1
B210 12B1
Vznik leukémie po i.v. podani ano ano
1 TIDs, po i.v. podani 5x10" buniek 1x10” buniek
Vznik nadoru po s.c. podani nie ano
TIDs, po s.c. podani XXX 10” buniek
Expresia MHC I na povrchu vel'mi nizka * vysoka

+) kultivécia v pritomnosti IFN-y indukuje tvorbu molekul MHCI

Okrem spominanych vlastnosti boli u tychto dvoch bunkovych linii zaznamenané
rozdiely v morfoldgii a vo frekvencii expresie proliferacnych markrov (106, 107).

Choroba, ktora bunky B210 ako aj 12B1 indukuji po intravendéznom podani, pripomina
skor akttnu leukémiu, alebo chronickl leukémiu v jej akcelerovanej, blastickej faze. Po
podani buniek B210 v davke 5x10° sa prvé priznaky ochorenia mozu objavit’ priblizne po

dvoch tyzditoch. Pri aplikacii 3x10> buniek 12B1 vyizolovanych z nadoru dochadza k
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prejaveniu choroby este skor - v extrémnych pripadoch uz po tyzdni. VaéSina zvierat zomrie
priblizne po tyzdni od zaciatkov manifestacie ochorenia.

Po subkutalnom podani buniek 12B1 dochddza k tvorbe nadorov. Nami pouZzivana davka
bola 5 x 10° buniek. Prvé nadory sa zvyknii objavovat’ v 11. defi po inokulacii. Rychlost’ rastu
je variabilnd, ale vac¢Sina mysi vytvori nador, aspon v jednom rozmere vacsi ako 2 cm, uz po
jednom tyZdni od jeho objavenia. U menej ako 1% subkutalne inokulovanych mysi dochadza
k vytvoreniu priznakov leukémie, bez vzniku hmatatelného nddoru. V priblizne u 3%
dochadza k prejavom leukémie u relativne malych nadorov (pod 1,5 cm v asponl jednom
rozmere) a d’alSich 14% zomrie na leukémiu pred dosiahnutim 2 cm velkosti nadoru.

Bunky 12B1/5 boli odvodené od buniek 12B1. Od povodnej, "materskej" linie sa odliSuju
pomalsim rastom, o mdze byt pri in vivo pokusoch vyhodné. Tato bunkova linia bola pouzita
pri niektorych experimentoch prebiehajucich v spolupraci s pracoviskom Dr. Némeckove;.

V snahe znizit’ variabilitu bola mySiam inokulovana vzdy 3. pasaz buniek z toho isté¢ho

Stoku zmrazenych buniek.

2.2.2. HL60

Linia bcr-abl-negativnych T'udskych leukemickych buniek HL60 bola pouzitad ako

negativna kontrola pri detekcii pritomnosti transkriptov ber-abl pomocou RT-PCR.

2.2.3.293T

Bunky 293T boli vyuzivané na pripravu lyzatov pri overovani expresie pripravenych
plazmidov. Ide o bunky odvodené od linie HEK 293. Ta bola pripravena transformaciou
buniek izolovanych z obli¢ky I'udského embrya pomocou DNA adenovirusu 5 (108). Bunky
293T este navyse exprimuju vel’ky T-antigén virusu SV40. Hlavnou vyhodou tychto buniek je

pomerne jednoducha transfekovatel'nost’ kalcium-fosfatovou precipitaciou.
2.2.4. Bakterialne bunky E. coli - XL1-blue
Plazmidova DNA bola mnozena v bakteridlnych bunkach Escherichia coli (E. coli), kmeni

XL1-blue. Pre pripravu kompetentnych baktérii bol pouzivany kit Z - Competent' ™ E. Coli

Transformation Buffer Set od firmy Hiss Diagnostics GmbH, Freiburg, Nemecko.
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Kompetencia baktérii bola stanovovana pomocou plazmidu pALTER, zndmej koncentracie

(0,2 ng/pul).
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2.3. Plazmidy

2.3.1. Popis pouzitych plazmidov

Vsetky plazmidy pouzité v imuniza¢nych experimentov sa daji rozdelit na zaklade
svojho zloZenia do nasledujtcich skupin: a) plazmid kodujuci cely protein BCR-ABL; b)
plazmidy koédujuce 25 aminokyselinovli sekvenciu spoja BCR-ABL pripojent ku génom
kédujucim rozliéné adjuvantné proteiny, respektive ich Casti; ¢) plazmidy kédujuce jednotlivé

fragmenty BCR-ABL. Vsetky konstrukty boli zaligované do toho istého vektora.

2.3.1.1. Pouzity vektor

Plazmid pBSC sluzil ako expresny vektor pri vSetkych konStruktoch pouzitych na
imunizaciu. Bol vytvoreny s pouzitim sekvencii z plazmidov pBCMGNeo.mIL-2,
pBluescript-SK  a pBK-CMV (109). Inzertovany gén je exprimovany pomocou
cytomegalovirusového promotora (CMV). Ide o silny promdtor, umoZiujiici expresiu v
Sirokom spektre eukaryotickych buniek. Za promoétorom bola zaclenend sekvencia intrénov
kréli¢ieho B-globinu. Jej tlohou bolo zvySenie expresie inzertovaného génu. Rezistencia na

ampicilin (rAMP) ul'ahCovala selektivne pomnoZzenie v baktériach.

2.3.1.2. Plazmid kédujuci cely protein BCR-ABL

Plazmid pBSC/ber-abl, kodujuci kompletny protein p210°* v b3a2 konfiguracii, bol
zéasadny pre celu pracu z dvoch dovodov. Jednak slizil ako zdroj sekvencie pre vSetky ostatné
konStrukty, jednak bol v drvivej vicSine pripadov pouzity ako pozitivna kontrola pri in vivo
experimentoch. Sekvencie bcer-abl bola ziskand vystiepenim z plazmidu pGD210 (110).
Plazmid pGD210 laskavo poskytol G. Q. Daley. Gén bcr-abl bol preklonovany s pouzitim
EcoRI miest do plazmidu pBSC.

2.3.1.3. Plazmidy kodujiice 25 aminokyselinovu sekvenciu spoja BCR-ABL

Sekvencia 25 aminokyselin spoja BCR-ABL (IVHSATGFKQSSKALQRPVASDFEP)
bola vybrana tak, aby bol novovzniknuty lyzin lokalizovany v strede, a teda na N-konci bolo

12 aminokyselin z BCR a na C-konci 12 aminokyselin z ABL. Tato sekvencia I'udského
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BCR-ABL je tplne homologicka s prisluSnymi sekvenciami mySiecho BCR a ABL. Navyse,
vacsia dizka aminokyselinového ret'azca umozituje vystiepit’ viacero potencialnych epitopov,
¢o zvysuje pravdepodobnost’ funkénosti vakciny u véacsieho po¢tu MHC molekul.

Pri PCR produkcii boli pomocou precnievajucich oblasti primerov k nukleotidovej
sekvencii kodujucej fiznu oblast’ pridané na 5° koniec: vhodné restrikéné miesto, Kozakova
sekvencia a "Startovaci" triplet pre methionin (M). Na 3" koniec bola pripojend sekvencia
koédujiica FLAG epitop (DYKDDDDK) a vhodné restrikéné miesto. Cez pridané restrikéné
miesta bol PCR-konstrukt vligovany do plazmidu pBSC nesuceho gén pre adjuvantny protein,
ktorého ilohou bolo posilnenie imunitnej odpovede.

Takto skonStruovany plazmid exprimoval 25 aminokyselin spoja BCR-ABL oznacenych
FLAG sekvenciou, pripojenych bud’ na N-koniec (HSP70 a GUS), alebo C-koniec (CP a
L2CP) adjuvantného génu. (Obr. 2.1 )

Vector Gene constructs Plasmid denotion
BCR-ABL
——— —— pBSC/bcr-abl
e —
BCR-ABL FLAG HSP 70
—TTT/ pBSC/bcr-abl25aa HSP70
25 8 642 aa

PVA-CP  BCR-ABL FLAG

promCMV
intron

‘ﬂMPf fi(+)ori

pBSC

[ pBSCI/CP bcr-abl25aa

271 - 25 8 aa

L2 PVA-CP  BCR-ABL FLAG

pBSC/L2 CP bcr-abl25aa

13 270 25 8 aa

BCR-ABL FLAG GUs

—~"T"T 1 pBSC/bcr-abl25aa GUS
611 aa

25 8

Obr. 2.1. Schématické znazornenie plazmidov nestcich bud’ gén pre cely protein BCR-ABL, alebo iba
jeho faznu oblast’ oznagenti sekvenciou pre FLAG a pripojenti k adjuvantnym génom. Cislice udavajua

pocet aminokyselin.
2.3.1.4. Plazmidy kodujuce jednotlivé fragmenty BCR-ABL
Plazmidy koédujuce jednotlivé fragmenty BCR-ABL proteinu, ozna¢ené ako pBSC/OD,

pBSC/SH2B, pBSC/Dbl, pBSC/Rho, pBSC/SH3/SH2, pBSC/SHI, pBSC/CRKBD,
pBSC/NLS a pBSC/DNA/ABL, boli designované tak, aby sa ich okrajové sekvencie
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prekryvali. Toto opatrenie malo predist pripadnej strate epitopu tym, ze by mohol byt
lokalizovany prave v oblasti rozdelenia aminokyselinovej sekvencie.

Kvoli moZnosti detegovat’ vzniknuté fragmenty Western blotom bola na C-koniec
kazdého konstruktu pripojena sekvencia pre skratenu verziu epitopu FLAG (DYKDDDD).

Pri konstrukcii jednotlivych plazmidov bolo reSpektované doménové zlozenie proteinu.
To malo za nasledok uréitd disproporciu v dizke exprimovanych produktov. Vsetkych 9
plazmidov bolo pomenovanych podl'a domény, ktorou fragment zacina. Treba mat’ vSak na
pamati, ze vzniknuty produkt nie vzdy predstavuje iba spomenuti doménu. Napriklad produkt
plazmidu pBSC/OD koéduje 197 aminokyselin z N-konca BCR, ale iba 61 aminokyselin tvori

oligomeriza¢ni doménu (OD).

BCR-ABL

SH3/ CRK- DNA/
I I

Obr. 2.2. Schématické znazornenie rozdelenie génu bcr-abl na Casti vlozené do expresného plazmidu
pBSC. Obrazok ukazuje prekryvanie jednotlivych sekvencii a pocet kodovanych aminokyselin.
Vysvetlenie skratiek: OD, oligomerization domain; SH2B, SH2 binding; Dbl, Dbl homology domain;
Rho, Rho GTP-ase; SH3/SH2, Src homology 3/Src homology 2; SH1, Src homology 1; CRKBD, CRK
binding domain; NLS, nuclear localization signal; DNA/ABD, DNA/actin binding domains.

2.3.1.5. Zmesi plazmidov kodujucich jednotlivé fragmenty BCR-ABL

V niektorych experimentoch boli pouzité zmesi plazmidov kddujucich jednotlivé
fragmenty proteinu BCR-ABL. Pri ich priprave bola zanedbana ich mierne rozdielna velkost
(5255-5849 bazovych parov) - pre pripravu DNA nébojov boli vzdy namieSané rovnaké
hmotnostné pomery. Obsah niektorych pripravenych zmesi bol voleny tak, aby pokryval vzdy
konkrétnu Cast’ sekvencie. Napriklad: Mix-bcr, Mix-abl, alebo Mix-compl. V inych pripadoch
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vychédzal z konkrétnych okolnosti, alebo cielov experimentu. ZloZenie pouzitych zmesi

zobrazuje tabul'ka 2.2.

Tabul'ka 2.2
Zoznam a zloZenie zmesi plazmidov pouZitych v experimentoch
Oznacenie Pritomnost’ jednotlivych plazmidov v zmesi
zmesi
pBSC/ | pBSC/ | pBSC/ | pBSC/ | pBSC/ pBSC/ | pBSC/ pBSC/ | pBSC/
OD+ SH2B | DBL+ | Rhot+ | SH3/SH2 | SH1 CRKBD | NLS DNA/ABD
[ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [
Mix - compl
[ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ]
Mix - orig
[ ] [ ] [ ] [ ]
Mix - ber
Mix - abl ° ) ° ° °
Mix — orig ° ) ) ° ° ° °
+0OD
Mix - orig + ° ) ) ° ° ° °
SH2B
Mix - orig + ° ) ) ) ° ° °
SH1
Mix -orig+ | @ ) ) ) ) ° ° °
OD + SH2B
Mix -orig+ | @ ) ) ) ) ° ° °
OD + SH1
Mix - orig + ) ) ) ° ) ° ° °
SH2B + SH1

2.3.1.6. "GFP" plazmid

Pri transfekcidch plazmidov do buniek 293T bol ako kontrola uspesnosti transfekcie
vyuzivany plazmid pTR-UF2, produkujuci zeleny fluoreskujuci protein (green fluorescent

protein - GFP).

2.3.2. Produkcia plazmidov
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Plazmidy testované v in vivo experimentoch boli, az na drobné odlisnosti, pripravené
obdobnym postupom, zahfiiajucim tieto kroky: a) Priprava klonovaného génového fragmentu,
ktora vo vicSine pripadov znamenala PCR amplifikaciu. Iba fragmenty OD a SH2B boli
vyrobené syntézou (GenScript, USA). b) Opracovanie fragmentu aj vektora prisluSnym
restrikénym enzymom. c) Precistenie cez gél a naslednd izoldcia DNA z gélu. d) Ligacia. e)
Transformacia liga¢nej zmesi do kompetentnych baktérii a nadsledne pomnozenie jednotlivych
bakteridlnych klonov v tekutom médiu. f) Izoldcia plazmidovej DNA z jednotlivych
bakterialnych klonov. g) Identifikdcia plazmidu pomocou restrikénej analyzy. h) U
plazmidov, obsahujucich sekvenciu amplifikovani pomocou PCR, bola nutna sekvenacia. V
pripade konstruktov s OD a SH2B bola sekvendacia sucastou servisu poskytnutého firmou. 1)
Namnozenie DNA v baktériach a izolacia vicSieho mnozstva maxiprepom. j) Transfekcia
plazmidovej DNA do buniek 293T a priprava lyzatu z transfekovanych buniek. k) Overenie

expresie proteinu pomocou metody Western blot.

2.3.2.1. PCR — optimalizacia, produkcia, primery

Metdda PCR bola pouzitd pri amplifikacii jednotlivych usekov génu ber-abl.

Pouzité primery boli navrhnuté tak, aby ich pre¢nievajiice oblasti obsahovali rozli¢né
sekvencie, ktoré nie su stcastou génu bcr-abl: miesta pre vhodné restrikéné enzymy,
Kozakova sekvencia, iniciatny kodon, termina¢ny kodoén, pripadne sekvencia pre FLAG
(nebola priamou su¢astou primeru pri konstruktoch s ber-abl25aa). Dizka takychto primerov
sa pohybovala od 26 do 65 nukleotidov, pricom hybridiza¢nti oblast’ v§ak predstavoval usek
dlhy iba 18 nukleotidov. Zoznam a sekvencie jednotlivych primerov su zobrazené v tabulke

2.3.
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Tabulka 2.3

Zoznam pouzitych primerov

Oznacenie primerov Sekvencia primerov

CML-3 5'CCCCAAGCTTGCCGCCATGATCGTCCACTCAGCCACT 3’

CML-4a 5'CATGCCATGGCCTTGTCGTCATCGTCTTT 3’

CML-CP-F 5"GGGATGCATCACCTTGTTATCGTCCACTCAGCCACT 3’

CML-CP-R 5'GGGAAGCTTACTTGTCGTCATCGTCT 3’

CML-GUS-F 5'CTAGCCCGGGGCCGCCATGATCGTCGTCCACTCAGCCACT3’

CML-GUS-R 5'CTAGCCCGGGCCCTTGTCGTCATCGTCTTTG 3°

CML-DbI-F 5"CGGAATTCGCCGCCATGTGGGTCCTGTCGGGAATC 3’

CML-DbI-R 5'GCGAATTCTTAGTCGACGAATGCGTCGTCGTCGTCTTTGTA
GTCATCCGTGAGCGGAATGTA 3°

CML-Rho-F 5'CGGAATTCGCCGCCATGTACATTCCGCTCACGGAT 3’

CML-Rho-R 5'GCGAATTCTTATTGATCAAGATATCGGTCGTCGTCGTCTTTG
TAGTCGAAAAGGTTGGGGTCATT 3’

CML-SH3/SH2-F 5'CGGAATTCGCCGCCATGAATGACCCCAACCTTTTC 3’

CML-SH3/SH2-R 5’GCGAATTCTTAGTCGACGAATGCGTCGTCGTCGTCTTTGTAG
TCGCGTTCCATCTCCCACTT 3’

CML-SHI1-F 5'CGGAATTCGCCGCCATGGACTACAAAGACGACGACGACAAG
TGGGAGATGGAACGC 3’

CML-SH1-R 5"GCGAATTCTTAGTCGACGAATGCCATTGTTTCAAAGGGTTG 3’

CML-CRKBD-F 5" CGGAATTCGCCGCCATGCAAGCCTTTGAAACAATG 3’

CML-NLS-F 5" CGGAATTCGCCGCCATGAAGAAGAAGACAGCCCCA 37

CML-NLS-R 5'GCGAATTCTTAGTCGACGAATGCGTCGTCGTCGTCTTTGTAG
TCCTTGCTGGTGCCCCCTGG 3°

CML-DNA/ABD-F 5" CGGAATTCGCCGCCATGCCAGGGGGCACCAGCAAG 3’

CML-DNA/ABD-R 5'GCGAATTCTTAGTCGACGAATGCGTCGTCGTCGTCTTTGTAG
TCCCTCTGCACTATGTCACT 3.

Na kratke fragmenty (bcr-abl25aa) bola pouzitd Taq polymeraza, na ostatné fragmenty
DeepVent polymeraza s proof reading aktivitou, obidve od firmy New England BioLabs
(New England BioLabs, Ipswich, MA, USA).

Jednotlivé reagencie boli v nasledujucich koncentraciach: polymeraza - 2 U/ul, pufer (k
danej polymeraze) - 10x koncentrovany, primery — 25 uM, MgCl, (pre Taq polymerazu) a
MgSO4 (pre DeepVent polymerazu) - 100 mM, nukleotidy - 10 mM. Ako matrica bol
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pozivany plazmid pBSC/bcr-abl (nariedeny na koncentraciu 0,02 pg/ul), pripadne PCR
produkt zuZz urobenych PCR-reakcii (v pripade bcr-abl25aa). Na riedenie jednotlivych
reagencii bola pozita ultra Cistd voda pre PCR.

Pri optimalizacii reakcia prebiechala v objeme 25 pl, pri produkénej PCR v 100 pl.
V optimalizatnej schéme boli ako prvé menené mnozstvd pridanych primerov a Mg
Manipulacia s tymito hodnotami vo vicSine pripadov stacila na vyber najvhodnejSicho
pomeru reagencii. Dalimi moznostami boli zmeny mnoZstva matricovej DNA a polymerazy.
Klasické optimalizaéna schéma mala 9 kombinacii primerov a Mg®". Z tychto moznosti bola
vybrana ta, ktord mala ¢o najvicsi podiel amplifikovaného produktu a zaroven Co najmene;
nespecifickych pruzkov, hlavne vo velkosti bliziacej sa k velkosti amplifikovaného produktu.

Jednotlivé pomery reagencii pri optimalizacii zobrazuje tabul’ka 2.4.

Tabul’ka 2.4
Optimalizacia PCR
primery (ul) Mgt (ub) | pufer (ul) | nukl (ul) pol. (ul) H,O (ul) DNA (ul)

1 0,5+0,5 1,5 2,5 0,5 0,25 18,25 1
2 0,5+0,5 3 2,5 0,5 0,25 16,75 1
3 0,5+0,5 5 2,5 0,5 0,25 14,75 1
4 1+1 1,5 2,5 0,5 0,25 17,25 1
5 1+1 3 2,5 0,5 0,25 15,75 1
6 1+1 5 2,5 0,5 0,25 13,75 1
7 2+2 1,5 2,5 0,5 0,25 15,25 1
8 2+2 3 2,5 0,5 0,25 13,75 1
9 2+2 5 2,5 0,5 0,25 11,75 1
neg. k. 1+1 3 2,5 0,5 0,25 16,75 0

Pri amplifikacii vac¢siny sekvencii bol pouzity nasledujici program: a) denaturacia - 95 °C -
5 minat; b) 40 x opakovanie krokov: denaturdcia - 94 °C - 1 minutu, nasadnutie primerov -
50 °C - 1 minutu, predlZovanie sekvencie syntetizovanych retazcov - 72 °C - 1 minutu; c)
dokoncenie syntézy - 72 °C - 4 minuty; d) chladenie - 10 °C - ,,donekone¢na‘. Iba v pripade
fragmentov SH3/SH2 a CRKBD bola pouzita teplota pre nasadnutie primerov 55 °C.
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2.3.2.2. Stiepenie, elektoforéza a izolacia z gélu

Po amplifikacii bol vysledny produkt PCR reakcie nastiepeny prislusnymi restrikénymi
enzymami (New England BioLabs). Pritomnost’ PCR reagencii v roztoku sa nikdy neprejavila
ako prekazka tuspeSné¢ho Stiepenia. Podobne bol naStiepeny aj expresny vektor (pBSC).
Nésledne boli ako fragment, tak aj vektor separovany na agar6zovom gély. Pre klonovany
fragment bol pouzivany 1-3% gél - podla velkosti cielového amplifikovaného fragmentu,
pripraveny z ,low melting agarézy pre fragmenty menSie ako 1000 bps" (BioWhittaken
molecular Applications, rockland, ME, USA). Pre izolaciu naStiepeného vektora, alebo
vicSich fragmentov sa pouzival 1% gél pripraveny z ,low melting agardzy pre fragmenty
vacsie ako 1000 bps" (BioWhittaken molecular Applications). Elektroforéza prebiehala pri
100 V priblizne 35 — 45 mint — v zavislosti od koncentracie agarézového gélu a velkosti
separované¢ho fragmentu.

DNA z vyrezaného prizku bola izolovana DNA Lego Kitom (Top Bio, Praha, Ceska

republika) podl'a protokolu odporac¢aného vyrobcom.

2.3.2.3. Klonovanie — ligacia

Vektor a vkladany fragment boli v ligacnej zmesi spravidla v pomere 1 : 3. V pripade, Ze
ligacia bola neuspesnd, boli pouzité pomery zviacSované v prospech klonovaného fragmentu.
Pri priprave ligatnej zmesi bolo vhodné vizudlne overit pritomnost ATP krystalov
v ligaCnom pufry, a nésledne ich rozpustenie po vortexovani. Bola pouzivand T4 DNA ligaza
(New England BioLabs). Liga¢na zmes bola inkubovana pri teplote 16 °C 16 — 18 hodin (cez

noc).

2.3.2.4. Transformacia XL1-blue

Na transformaciu boli pouZivané baktérie E. coli — kmen XL1-blue. Do 50 pl Z-
kompetentnych XL1-blue baktérii bolo pridané 2,5 - 5 pl liga¢nej zmesi. Po hodinovej
inkubacii na l'ade bolo pridanych 450 ul LB, alebo SOC — média. Nasledne bola tato

zmes inkubovand 1 hodinu pri 37°C. Na Petriho misky s zivnou agar6zovou pddou s
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pridanym ampicilinom (AMP, 0,1%), sluziacim ako selek¢né médium, bolo rozotrenych 50 ul
bakterialnej zmesi. Misky boli inkubovné v termostate, pri 37 °C, cez noc.

2.3.2.5. Izoldcia miniprepov

Vybrané natransformované kolonie, ktoré vyrastli na Petriho miske, boli oznafené
a pomocou Sparadla prenesené najprv na zéalozni Petriho misku a potom aj so Sparadlom
prenesené do skiimavky s priblizne 3 ml LB média s 0,1% AMP. Po priblizne 16 hodinove;j
inkubacii (cez noc) v trepacke pri 37 °C a RPM 200 by mali byt baktérie pomnozené do take;j
urovne, ze je mozné pozorovat’ zakalenie média.

Na izoladciu DNA boli pouzité vzdy 2 ml bakteridlnej suspenzie. Plazmidova DNA bola

izolovana s pouzitim DNA Lego Kitu, podla protokolu stanoveného vyrobcom.

2.3.2.6. Restrikcnad analyza

Klony baktérii nestice pozadovany plazmid boli identifikované pomocou restrikénej

analyzy izolovanej plazmidovej DNA. Restrikéné enzymy boli volené tak, aby a) vystiepili
klonovany fragment; b) vystiepili Uisek plazmidovej DNA, ktory obsahuje ¢ast’ klonovaného
fragmentu a Cast’ vektora; c) urcili orientaciu fragmentu (ak to bolo potrebné).
Stiepenie prebiehalo v objeme 20 pl, tiepenych bolo2 - 5 ul DNA-miniprepu (podl'a velkosti
oCakavaného fragmentu), pouzité restrikéné enzymy boli od firmy New England BioLabs.
Inkubécia (najmenej 1 hodinu) prebiehala v teplote odporucanej vyrobcom — od 25 — 65 °C,
vécSinou to vSak bolo 37 °C.

Po naStiepeni boli vzorky separované elektoforézou na 1-3% agar6zovom gély a

vizualizované a vyfotené pod UV svetlom.
2.3.2.7. Sekvenacia

Vzhladom na to, ze pri konStrukcii plazmidov boli pouzité sekvencie namnozené
pomocou PCR, bolo potrebné jednotlivé konstrukty osekvenovat. Na sekvenaciu bol pouzity
Big Dye Terminator 1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, USA). Pri praci bol

dodrZany protokol odporuc¢any vyrobcom.

2.3.2.8. Izoldcia DNA maxiprepom
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Skonstruované a osekvenované plazmidy boli pre dalSie pouzitie pomnozené v
baktériach a izolované s pomocou Qiagen Plasmid Maxi Kit (Qiagen, Hilden, Nemecko). Pri
pracovnom postupe boli dodrZzané odporucania vyrobcu. Strucne: 200 ml bakteridlnej
suspenzie bolo centrifugovanych pri 10 000g 15 minat. Po odstrdneni supernatantu bol
sediment resuspendovany v 10 ml resuspenda¢ného pufru a nasledne lyzovany pridanim 10
ml lyza¢ného pufru. Po 5 minutovej inkubacii na 'ade bol proces lyzy ukonceny pridanim 10
ml neutralizacného pufru. Po 20 minutach inkubacie na lade, boli oddelené¢ vyzrazané
proteiny pomocou 30 minatovej centrifugacie a naslednej filtracii supernatantu cez filtracny
papier. Supernatant obsahujuci plazmidovii DNA bol prevedeny cez kolonu ekvilibrovana 10
ml ekvilibracného pufru. Na kolone zachytena DNA bola 2x premyta 30 ml premyvacieho
pufru, hned’ potom pomocou elu¢ného pufru vyplavena z koldony a zachytend. Po precipitacii
v 10,5 ml izopropanolu a naslednej 30 minutovej centrifugécii pri 10 000g, bol DNA pelet
premyty v 5 ml etanolu a znovu scentrifugovany - tento krat 10 minat pri 10 000g. Po
maximalne moznom odstraneni etanolu bola plazmidova DNA rozpustena v TE. Koncentracia

plazmidu bola urc¢ena spektrofotometricky.

2.3.2.9. Transfekcia 293T Ca-P precipitaciou

Na Petriho misky s priemerom 6cm bolo nasadenych 5 x 10° buniek. Ako pozitivnu
kontrolu GspesSnosti transfekcie bol pouzivany plazmid exprimujiaci GFP (pTR-UF2).

Samotny protokol je vel'mi jednoduchy. Jednotlivé reagencie boli pipetované v tomto
poradi: 180 ul H,O, 6 png DNA, 20 ul 3M CaCl, a 200 pl 2x koncentrovaného HBSS
(Stratagene). Nasledne bola precipitatnd zmes premieSana, inkubovana 3 minuty a pomaly
prekvapkana do média na bunkach.

Bunky boli inkubované 48 hodin v termostate. UZ po 24 hodinach bolo mozné vizualne
skontrolovat’ uspesnost’ transfekcie — GFP pod UV svetlom zeleno fluoreskuje. Podla
mnozstva transfekovanych buniek produkujucich GFP bolo mozné priblizne odhadnut

uspesnost’ transfekcie.

2.3.2.10. Western blot

Funk¢nost’ skonstruovanych plazmidov bola overovana pomocou metdédy Western blot.
Samotnd metodika pozostava z niekol’kych krokov: a) priprava lyzatu z transfekovanych

buniek; b) SDS page elektroforéza; c) polosuchy blot; d) imunoprecipitécia; e) vizualizécia.
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Pri priprave lyzatu boli transfekované bunky (1x10°) e$te na miske 2x oplachnuté 1 ml

PBS a nasledne splachnuté pipetovanin do 1 ml PBS. Po 5 minttovej centrifugécii pri 3000 g
a 4 °C bolo PBS zliate a sedimentované bunky boli na I'ade 1yzované 200 pl Kaufmanovho
roztoku. Pripadné zvySky sedimentu boli rozbité¢ kratkym vortexovanim. Opakovanym
presavanim (10x) cez injeként ihlu doslo k deStrukcii dlhych usekov jadrovej DNA a tym k
zniZeniu viskozity lyzatu. Po kratkej centrifugécii, sliiziacej na odstranenie vzniknutej peny,
bolo presavanie cez ihlu zopakované. K lyzatu bola pridana farbicka (BFM). Proteiny
obsiahnuté v pripravenom lyzate boli denaturované 5 minut teplotou 98°C.

Proteiny zo spracovaného lyzatu boli nanesené na 10% SDS gél a 1 hodinu

elektroforeticky separované. Konstantny prid pouzity na 1 gél mal hodnotu 20 mA.

Po elektroforéze bol gél 20 minut inkubovany v TGM s obsahom 15% metanolu.

Medzitym bola PVDF membrana pripravovanad na polosuchy blot. Aktivacia membrany

zacala 10 sekundovou inkubéciou v metanole, pokracovala 5 mintitovym ponorenim do "ultra
pure" H,O a koncila 10 minutovou inkubéaciou v TGM s obsahom 15% metanolu. PVDF
membrana aj SDS gél boli umiestnené medzi dva hrubé filtracné papiere, navlhéené v roztoku
TGM a 15% metanolu. Blotovanie prebiehalo 1 hodinu, pri konStantnom prude 40 mA na 1
gél.

Faza imunoprecipiticie bola zahdjend oplachnutim membrany v "ultra pure" vode a

hodinovym blokovanim v 10% odstredenom mlieku. Nasledovala inkubécia do druhého dia
(cca 16 hodin) v primarnej protilatke, 1000 krat riedenej v odstredenom 10% mlieku. Po troch
10-minutovych premyvaniach v PBS s 0,1% Tween-om bola pridand sekundarna protilatka,
znaCena peroxidazou, 2000 krat riedena v 10% odstredenom mlieku. Inkubéacia so
sekundarnou protilatkou trvala 1 hodinu. Nasledne bola membrana 3 krat po 10 minut
premyta v primeranom objeme roztoku PBS s 0,1% Tween-om. Posledné premyvanie bolo v
¢istom PBS (bez Tween-nu). Trvalo takisto 10 mintt.

Na vizualizdciu bol pouzity kit "ECL plus western blotting detection system"
(Amersham, Buckingshire, Velka Britania). Fotograficky film bol exponovany podla
intenzity luminiscen¢nej reakcie prebiehajucej na PVDF membrane. ISlo o ¢as v intervale
desiatok sekund az desiatok minut.

Pri detekcii produktov tvorenych po transfekcii rozlicnymi plazmidmi boli pouzité
rozliéné primarne aj sekundarne protilatky. Cely protein BCR-ABL bol detegovany pomocou
mySiecho monoklondlu proti C-koncovej ¢asti ABL (Oncogene research Products, Boston,

USA). Na obrazku 2.3. je zobrazena expresia plazmidu pBSC/bcr-abl.
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130 kDa =
Obr. 2.3. Western blot s lyzadtmi buniek 293T, ktoré boli transfekované plazmidmi: 1. pBSC, 2.
pBSC/bcer-abl.

.....

dostupné u konstruktov kédujucich spojovil oblast BCR-ABL. K dispozicii bol jednak kralici
polyklonal proti fuznej oblasti (111), jednak monoklonal proti sekvencii FLAG pridanej
pomocou PCR (Amersham). Dalej bolo mozné pouzit monoklondlne protilatky proti
niektorym produktom imuno-stimula¢nych génov ku ktorym bola pridand sekvencia spoja
BCR-ABL. I§lo o protilatky anti-HSP70 (StressGen Biotechnologies Corp, Victoria, Kanada)
a anti-GUS (Invitrogen, Leiden, Holandsko). Na obrazku 2.4 je zndzorneny vysledok detekcie

produktov jednotlivych plazmidov pomocou kréli¢ieho polyklonalu.

72 kDa -

Obr. 2.4. Western blot s lyzatmi buniek 293T, ktoré boli transfekované plazmidmi: 1. pBSC, 2.
pBSC/ber-abl25aa HSP70, 3. pBSC/CP bcer-abl25aa, 4. pBSC/L2CP ber-abl25aa, 5. pBSC/ber-abl25aa
GUS.

Produkty plazmidov kédujucich jednotlivé fragmenty BCR-ABL mohli byt detegované

iba pomocou pridanej sekvencie FLAG. Vysledok Western blotu potvrdzujiceho expresiu

jednotlivych fragmentov je na obrazku 2.5.
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28 kDa -
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Obr. 2.5. Western blot s lyzatmi buniek 293T, ktoré boli transfekované plazmidmi: 1. pBSC, 2.
pBSC/OD, 3. pBSC/SH2B, 4. pBSC/Dbl, 5. pBSC/Rho, 6. pBSC/SH3/SH2, 7. pBSC/SHI, 8.
pBSC/CRKBD, 9. pPBSC/NLS, 10. pBSC/DNA/ABD.

Na vizualizaciu Specifickych prizkov proteinu boli pouzivané sekundarne protilatky s
naviazanou peroxiddzou (HRP - horse radish peroxidase). Vyber sekundarnej protilatky vzdy
zavisel od zvierata, v ktorom boli produkované protilatky primarne. Pre krali¢i polyklonal
proti spoju BCR-ABL a anti-GUS protilatku, tiez produkovant v kralikovi, to bol kozi
monoklonal proti kréli¢ej protilatke - goat anti-rabbit (Amersham). Ostatné pouzité protilatky
boli mySacie monoklondly, a teda ako sekundérna protilatka bola pouzitd v ovci produkovana

protilatka proti mysim protilatkam - sheep anti-mouse (Amersham).
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2.4. Strucny popis vakcin a adjuvans pouZitych pri kombinovanych pokusoch

Pri niektorych experimentoch boli pri imunizacii pouZzité aj iné preparaty ako plazmidova
DNA. Jednalo sa bud’ o latky, ktorych tilohou bolo zvySenie imunizacného potencialu DNA
vakcin (tzv. adjuvans), alebo o vakciny skonstruované na inom principe ako DNA vakciny. V
prvom pripade iSlo o a) oligodeoxynukleotidy (CpG); b) konjugat rekombinantného
choleratoxinu B a CpG (112); ¢) nekompletné Freundovo adjuvans. V druhom pripade i8lo o
a) peptidom pulzované dendritické bunky; b) rekombinantny virus vakcinie; c)

rekombinantny CyaA toxin.

2.4.1. Adjuvans pouzité pri intramuskuldrnej imunizacii

2.4.1.1. CpG

Vo vsetkych experimentoch boli pouzité oligodeoxyribonukleotidy ODN 1826, ktoré
aktivujii  cytotoxické lymfocyty, ako aj NK bunky (113). Ich sekvencia bola: 5'
TCCATGACGTTCCTGACGTT 3'.

2.4.1.2. Konjugat rCTB a CpG

Priprava konjugatu rCTB a CpG prebehla nésledne: Po zmerani koncentracie boli
oligonukleotid aj choleratoxin zahustené a prevedené do PBS s 5 mM EDTA (v pripade
rCTB), alebo 10 mM EDTA (v pripade CpG). Ked'Ze syntetické oligonukleotidy obsahuju
phosphorothioatové skupiny (hlavne na 5’ konci), mohli byt pouzité bez akejkol'vek
modifikacie s tym, ze sa d4 oCakavat’ reaktivita pritomnych SH skupin. Choleratoxin bolo
nutné pred samotnou konjugaciou modifikovat. Maleimidovany rCTB bol pripraveny
pridanim sulfo-SMCC (sulfosuccinimidyl 4-[N-maleimidomethyl]cyclohexane-1-carboxylate)
k rCTB v PBS s 5 mM EDTA. Inkubécia pri laboratornej teplote trvala 45 minut. Aktivovany
rCTB bol zmieSany s roztokom CpG v pomere 1:1 a za ob¢asného premieSania inkubovany
pri laboratornej teplote 3 hodiny. Po pridani cysteinu bol roztok inkubovany d’alsich 30 mintit
pri laboratérnej teplote a nasledne 48 hodin pri 4°C (v chladnicke). Vysledny roztok bol
prefiltrovany centrifugaciou cez 0,22 um filter a nasledne odsoleny (ZEBA kolonka) a

zahusteny (filter 10 kDa cut off).
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2.4.1.3.1FA

Pri subkutéalnej aplikacii peptidu bola na posilnenie imunitnej odpovede pouzitd zmes
nekompletného Freundovho adjuvans (IFA - incomplete Freund's adjuvant) a CpG,
popisané¢ho v kapitole 2.4.1.1. Mnozstvo pouzittho CpG bolo 30 pg v 200 pl IFA (s
pridanymi 100 pg peptidu) na jednu davku.

2.4.2. Pulzované dendritické bunky

Bunky vyizolované z kostnej drene ziskanej zo stehennych kosti mys$i BALB/c boli
nasadené na Petriho misky s priemerom 10 cm, v poéte 4 x 10°, do 10 ml R10 média s
pridanym FBS (10%) (Gibco) a 10% supernatant z AG3 hybridomovej kultary (R10-GM). Po
troch diloch bolo pridanych d’alSich 10 ml média R10. Na Siesty den bola polovica objemu
bunkovej kultury scentrifugovand, nasledne vratena do povodnej Petriho misky a
resuspendovand v 10 ml erstvého média. Na deviaty del boli bunky pomocou jemného
pipetovania oplachnuté, scentrifugované a resuspendované v novej miske, v médiu R10-GM s
pridanym TNFq10 ng/ml) (Sigma), do vyslednej koncentracie 4 x 10°/ml. Na desiaty den boli
bunky sto¢ené a resuspendované v RPMI médiu, obsahujicom 10% mySie sérum.
Nasledovalo pulzovanie s peptidom "GFKQSSKAL", vo vyslednej koncentracii 100 pg/ml
peptidu, za pritomnosti 3 2 mikroglobulinu s koncentraciou 5 pg/ml. Koncentracia
dendritickych buniek bola 10°/ml. Inkubacia pri 37°C trvala 3 hodiny.

Stadium maturacie bunieck bolo uréené na zaklade analyzy expresie povrchovych

proteinov (MHC II, CD80, CD86 a CD11c) pomocou prietokovej cytometrie.

2.4.3. Rekombinantny virus vakcinie

Priprava rekombinantnych virusov vakcinie zacala konstrukciou plazmidu vhodného na
rekombinaciu. Do plazmidu pSC59-H5 (114), nastiepeného restrikénymi enzymami EcoRI a
Hind III (BioLabs) bol vligovany fragment bcr-abl25aa HSP70, ktory bol ziskany
vystiepenim z plazmidu pUCI131/bcr-abl25aa HSP70, ¢o bol medziprodukt pri priprave
pBSC/ber-abl25aa HSP70. V plazmide pSC59-HS5-ber-ablHsp70 bola expresia fuzneho génu
pod kontrolou VACV-HS5 promotora.
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Rekombinantné virusy boli pripravené z klonov MVA klon2 a Praha (P13), ktoré boli
namnozené¢ bud’ na kuracich fibroblastoch (MVA), alebo na opi¢ich oblickovych bunkéach
CV-1 (P13). Na selekciu TK- rekombinantov boli pouZzit¢ TK deficientné RAT2 potkanie
bunky. Pripravené rekombinantné virusy boli pomenované MVA bcr-abl25aa HSP70 a P13
ber-abl25aa HSP70 a precistené centrufugaciou v sacharézovom gradiente. Expresia produktu

bola overena pomocou Western blotu.

2.4.4. CyaA toxin

Adenylat cyklaza baktérie Bordetella pertussis (CyaA) penetruje do cytoplazmy buniek
exprimujucich na svojom povrchu CDI1b/CD18. KedZze medzi tieto bunky patria aj
dendritické bunky, je mozné vyuzit’ tito vlastnost’ na nasmerovanie proteinu priamo do nich
(115).

Produkcia rekombinantného CyaA toxinu prebehla nasledovne: a) fragmenty zo spoja
ber-abl (ber-abl25aa a ber-abl9aa) boli amplifikované pomocou PCR. Fragment kodujici 25
aminokyselin bol zhodny s fragmentom pouzitym v DNA vakcinach, fragment bcr-abl9aa
kodoval sekvenciu epitopu " GFKQSSKAL"; b) nasledovala inzercia do BsrGI restrikénych
miest génu CyaA, ktory bol naklonovany v plazmide pT7CACT1 BsrGI; c) orientacia a
lokalizécie inzertov bola stanovena sekvenaciou (Pouzité boli konstrukty, ktoré boli vligované
do miesta 336.); d) rekombinantny protein bol produkovany v baktériach Escherichia coli,
nasledne purifikovany; e) bola stanovend jeho enzymatickd (adenylat kindzova) aktivita a
invazivita. Takto pripraveny a overeny rekombinantny CyaA toxin bol pouZity v in vivo

experimentoch.
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2.5. Imunizdacia

Imunizécia a naslednd aplikécia nadorovych buniek bola zdkladnou metédou testovania
ucinnosti pripravenych vakcin. V drvivej vicSine experimentov bola pouzitd imunizécia
pomocou pristroja gene-gun (Bio Rad - Helios, Philadelphia, USA) (Obr. 2.6.), pripadne jej

kombinacia s inym typom vakciny podanej injekcne.

Obr. 2.6. Pristroj gene-gun pouzivany na intradermalnu imunizaciou s DNA vakcinami.

2.5.1. Imunizacia pomocou pristroja "gene-gun"

2.5.1.1. Priprava nabojov

"Naboj" predstavuje 1 cm usek plastovej hadicky, z vnutra pokrytej zmesou plazmidove;j
DNA a zlatych Castic s priemerom 1 um. Jeden ndboj by mal obsahovat’ priblizne 1 pg DNA
a 0,5 ng zlata.

Pri priprave nabojov bolo postupované podla protokolu dodaného vyrobcom (Bio Rad -
Helios). Struc¢ne: Pridanim 100 pul 1 M CaCl, do suspenzie 25 mg zlata, 50 ul DNA s
koncentraciou 1 pg/ul a 100 ul 0,05 M spermidinu pocas vortexovania bol docieleny vznik
zrazeniny obsahujucej agregaty zlatych cCastic a plazmidovej DNA. Po kratkej inkubacii a
troch premytiach v 1 ml 100% etanolu, bolo do zmesi pridanych 180 ml etanolového roztoku
PVP s koncentraciou 0,05 mg/ml. Suspenzia bola prenesend do hadic¢ky, kde sa zrazenina
usadila na jej stenach. Nasledne bola opatrne odsatd tekutd ¢ast’ zmesi a zrazenina zlata a
DNA bola otacanim rozprestretd a priddom dusiku ususend. Nasekanim hadicky na 1 cm

useky vznikli DNA "naboje" pripravené na imunizéciu.
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2.5.1.2. Aplikacia DNA s pouzitim pristroja "gene-gun"

Imunizacia pomocou pristroja gene-gun je svojou podstatou balistickd metéda. DNA,
prichytena na zlatych casticiach, je pomocou pradu hélia (400 Psi) doslova vstrelena do
buniek pokozky v oblasti brucha. Na takato proceduru musi byt mys pripravend oholenim
prislusnych partii tela. V jedna davka (= 1 naboj) obsahuje 1 pug DNA. Ak nie je uvedené
ina¢, imunizacnd schéma pozostavala z podania 3 davok, s tym, Ze medzi jednotlivymi
davkami bol Casovy interval 2 tyzdnov. Po d’alSich dvoch tyzdiioch boli podané nadorové
bunky. V pripade vakcin zaloZenych na zmesiach plazmidov, jedna davka pozostavala z 2 pg

DNA, teda pri jednej imunizacii boli aplikované 2 néboje, namiesto jedného.

2.5.2. Podanie vakcin injekcne

Okrem intradermalnej aplikdcie DNA vakcin pomocou gene-gunu boli niektoré vakciny

podavané injek¢ne. Intramuskularne boli podavané plazmidy, pripadne ich zmesi s CpG a

konjugatom CpG a rekonbinantnej podjednotky B cholera toxinu (rCTB-CpG). Pri tomto
sposobe imunizacie bolo do stehenného svalu vpravovanych vzdy 100 pg DNA v 100 pl
roztoku.

Subkutalne bol pol podany nonapeptid GFKQSSKAL zo spoja BCR-ABL. Peptid ( 100
ng) v zmesi s IFA a CpG bol injikovany do oblasti nad chvostom. Celkovy objem jednej
davky bol 200 pl. Celkovo boli podané 2 davky. Bol medzi nimi dvojtyzdiiovy casovy
interval.

Intraperitonedlnym podanim boli aplikované vakciny zaloZené na dendritickych bunkach

(DC), vakciny zalozené na rekombinantnom viruse vakcinie a vakciny obsahujuce CyaA
toxin. Pri imunizécii bol vo vSetkych spomenutych pripadoch vzdy injikovany objem 500 pl.
Dendritickych buniek bolo v 1 ddvke podanych 5x10°, CyaA 50 ug na davku a ako 1 davka

virusu sluzilo 107 PFU.
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2.6. Meranie nadorov a vyhodnocovanie vysledkov

Pri ziskavani vysledkov boli aplikované nasledné kritérid: a) objavovanie sa
nadoru/leukémie; b) prezivanie mysi; ¢) velkost naddoru (iba u 12B1).

Ako "objavenie sa nadoru" bolo oznacené prvé palpacné zistenie hmatate'ného utvaru v
mieste subkutalneho vpichu nadorovych buniek 12B1. Za prejav objavujicej sa leukémie bolo
povazované pozorovanie malatnosti, najeZenej srsti, znizenej aktivity a pohyblivosti, pripadne
znizeny svalovy tonus (ochabnutie) tela zvierata. Po podani buniek 12B1 bola casto
pozorovana paralyza zadnych koncatin, pravdepodobne spdsobend masivnou infiltraciou
nadorovych buniek do miechy (103).

"Prezivanie my$i" bolo kvoli relativne vysokej variabilite moznych prejavov a s ohl'adom
na nutnost’ humanneho zachddzania so zvieratami definované relativne Siroko. Ako "mftva"
bola oznatena tid mys, ktora spiiala aspon jedno z nasledujucich kritérii: a) dosiahnutie
velkosti nddoru viac ako 20 mm aspont v jednom rozmere; b) zavazné prejavy ochorenia
leukémiou u zvierat s nadorom nedosahujicim kriticky rozmer, pripadne bez hmatatelného
nadoru; c¢) smrt’ chorého zvierata. Mysi, ktoré splnili kritérium a), alebo b) boli vyradené z
pokusu a humanne usmrtené. Leukémia bola potvrdena nalezom splenomegalie pri pitve,
pripadne histologickym vySetrenim.

Poslednym vyhodnocovanym udajom pri in vivo experimentoch bola "velkost’ nadoru".
To bolo samozrejme mozné iba v pripadoch subkutalneho podania buniek 12B1. U malych
nadorov bola velkost odhadovand palpacne, nddory vicsie ako cca 3 mm boli merané
posuvnym meradlom. Vzdy boli merané 2 navzijom kolmé rozmery nadoru - merana bola
teda plocha nadoru.

Pri od¢itani vysledkov bola vZdy snaha, aby jednotlivé merania robila vZdy jedna a té ista
osoba.

Pre zjednodusenu orientaciu je v popisoch vSetkych grafov v zatvorke vzdy na prvom
mieste udadvany pocet mysi ktoré¢ vytvorili nador, nasledovany celkovym poctom mysi v

skupine.
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2.7. Detekcia ber-abl pozitivnych buniek pomocou RT-PCR

2.7.1. Izolécia a spracovanie vzoriek

Pecene a sleziny boli skladované pri —70° C az do vySetrenia. Naproti tomu izolacia RNA

z kostnej drene bola robena okamzite po odbere.

2.7.2. Izolacia RNA

Pred samotnou extrakciou boli vzorky tkaniv (250 mg pecene, alebo sleziny; 4 -10x10°
buniek kostnej drene) homogenizované. Celkova RNA bola izolovana s pomocou Qiagen
Rnasy Midi Kit-u a RNAse-Free DNAse Set-u podla inStrukcii vyrobcu. Koncentracia
vyizolovanej RNA bola zmerana na spektrometre (BioMate 3, Thermo Fisher Scientific, Inc.,
USA) a kvalita bola overena na agar6zovom gély.

RNA urcena na pouzitie pri reverznej transkripcii bola eSte dodatocne opracovana
DNAsou I (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Nemecko) pri 37°C, 30 minat, ktora bola

nasledne inaktivovana pri 65°C, 10 mintt.

2.7.3. Reverzné transkripcia

Pri reverznej transkripcii boli pouzité 2 ng RNA, primer oligo(dT);s, MMLV reverzna
transkriptaza (Promega, Madison, WI, USA) a Rnasin (Promega). Po pociatocnej 10

minutovej denaturacii pri 70°C, nasledovala 60 minitova inkubdcia pri 37°C.

2.7.4. Amplifikédcia cDNA

Pritomnost’ transkriptov ber-abl bola stanovovana pomocou nested PCR. Externé primery
amplifikovali fragment dlhy 327 bazovych parov, interné primery amplifikovali fragment
dlhy 245 bazovych parov. Amplifikovany fragment bol lokalizovany v oblasti spoja fizneho
génu bcr-abl v konfiguracii b3a2. Ako interna kontrola kvality cDNA boli pouzité primery

Specifické pre B-aktin, ktoré amplifikovali Gisek vel’ky 166 bazovych parov.
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Tabul'ka 2.5

Primery pouzité pri RT-PCR

Primer Sekvencia primeru

primer oligo(dT);g S"TTTTTTTTTTTTTTTTITT 3’

externy primer - forward 5" TTCAGAAGCTTCTCCCTG 3’

externy primer - reverse 5'CTCCACTGGCCACAAAAT 3’

interny primer - forward 5'GTGAAACTCCAGACTGTC 3’

interny primer - reverse 5'CAACGAAAAGGTTGGGGT 3’

primer pre B-aktin - forward | 5"CCACTGGGACGACATGGAGAAGAT3’
primer pre B-aktin - reverse 5'CATGGCTGGGGTGTTGAAGGTC 3’

Obe PCR reakcie prebehli v objeme 50 pl. Pre amplifikdciu bola pouzita Taq polymeraza
(0,5U/reakcia) (Fermentas, Vilnius, Litva). Reakéna zmes d’alej obsahovala 1x koncentrovany
pufer (NHi), SOs (Fermentas), 250 pM prisluSnych primerov, 1,5 mM MgCl, 2 mM
deoxinukleotidtrifostaitov. Ako matrica pri druhej PCR reakcii bol pouzity 1 ul z 10x
riedené¢ho PCR produktu z prvej reakcie. RNA z buniek B210 sluzila ako pozitivna kontrola,
RNA z buniek HL60 ako negativna kontrola.

Pri oboch PCR bol pouzity nasledujici program: a) zaliato¢na denaturacia - 94°C - 5
minut; b) 35 cyklov - 94°C - 1 minutu, 57°C - 90 sektnd, 72°C - 90 sekund; ¢) 72°C - 7 minut.

Pri teste citlivosti bola tato metodika schopna detegovat’ <10 - <100 bcr-abl pozitivnych

buniek (12B1) v 10° buniek negativnych (HL60).
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2.8. PouZity software

2.8.1. Predikcia epitopov

Predikcia epitopov bola urobena s pouzitim online softvéru "RANKPREP".

(http://ww.bio.drgci.Harvard/RANKPEP).

2.8.2. Analyza sekvencii

Sekvencie l'udskych aj mySich ¢cDNA pre Ber a Abl boli ziskané z NCBI Entrez

databazy. Na ich porovnanie bol pouZity softvér "Clone Manager 9".

2.8.3. Konstrukcia plazmidovych mép

Pre tvorbu restrikénych map plazmidov, névrhy novych konsStruktov a pripravu

restrikénej analyzy bol opdt’ vyuZity softvér "Clone Manager 9".

2.8.4. Tvorba grafov a Statistické analyzy

Ziskané vysledky boli graficky spracované ako aj Statisticky analyzované pomocou

softvéru "GraphPad Prism 4". Pri hodnoteni kriviek preZivania bol pouzity log-rank test, pri

krivkach rastu nadorov two-way ANOVA.
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3. Vysledky
3.1. Imunizacia plazmidom kodujucim cely protein BCR-ABL

Ako prvy bol v in vivo experimente testovany konstrukt kdédujuci cely protein BCR-ABL,
oznaceny ako pBSC/bcr-abl. Cielom experimentu bolo zistit, ¢i je tento plazmid schopny
navodit’ ochranu proti ber-abl-pozitivnym bunkdm a porovnat’ imuniza¢ny efekt dvoch a troch
davok plazmidu podanych intradermalne. Jednotlivym skupindm mysi boli gene-gunom
aplikované bud’ dve alebo tri davky plazmidu pBSC/bcr-abl, paralelne s tym, ako kontrola,
dve alebo tri davky prazdneho vektoru (pBSC). Medzi podanim vakcin bol vzdy interval
dvoch tyzdnov, po d’alSich dvoch tyzdiioch boli intravendzne podané nadorové bunky B210
(5x10°). Z obrazku &. 3.1 je zrejmé, 7e rozdiel medzi skupinami, ktoré boli imunizované
plazmidom pBSC/bcer-abl a prazdnym vektorom (pBSC) bol vysoko signifikantny (p<0,001).
Zaroven dosiahnutd ochrana pred bunkami B210 bola signifikantne (p<0,02) vysSia pri
skupine, ktora bola imunizovana tri krat.

Na zaklade dosiahnutého vysledku, boli takmer pri vSetkych dalSich imuniza¢nych
experimentoch aplikované 3 davky DNA vakciny, s dvojtyzdiiovymi intervalmi medzi

jednotlivymi davkami.

100
= -8- 3x pBSC (9/9)
s -a- 2x pBSC (10/10)
g -=- 3x pBSC/becr-abl (2/9)
S 50 - 2x pBSC/bcr-abl (7/9)
o~
&
b
0 ————
0 10 20 30 40 50 60 70
€as (dni)

Obr. 3.1. Prezivanie mysi imunizovanych 2, alebo 3 davkami pBSC/bcr-abl a mysi osetrenych 2, alebo

3 davkami prazdneho plazmidu po podani buniek B210.

Vzhl'adom na moznost’ vyuzit’ schopnost’ buniek 12B1 tvorit’ po subkutdlnom podani
solidne nadory, bol urobeny experiment zamerany na porovnanie ochranného ucinku
imunizécie plazmidom pBSC/ber-abl jednak proti intravendézne podanym bunkam B210, ako

aj proti subkutalne podanym bunkdm 12B1. Jednotlivé skupiny mysi boli bud’ imunizované
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tromi davkami plazmidu pBSC/bcr-abl, alebo boli osetrené prazdnym vektorom (pBSC).
Vysledny ochranny efekt imunizacie voc¢i podanym nadorovym bunkam bol porovnatelny. V
oboch pripadoch bol rozdiel v prezivani imunizovanych mysi a mysi z negativnej kontroly
signifikantny p<0,005 pre B210 a p<0,02 pre 12B1. (Obrazok ¢. 3.2). Na zaklade tohto
vysledku boli v nasledujicich experimentoch pouzivané takmer vyhradne tumor tvoriace
bunky 12B1, ¢im bol ziskany d’al§i parameter umoziiujuci presnejsi popis dynamiky vyvoja

experimentalne vyvolaného ochorenia.
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Obr. 3.2. Prezivanie mys$i imunizovanych plazmidom pBSC/ber-abl a mysi oSetrenych prazdnym

plazmidom po intravendéznom podani buniek B210, alebo subkutalnom podani buniek 12B1.
Zéaverom je mozné vysledky uvodnych pokusov zhrnat’ tak, ze plazmid pBSC/bcer-abl je

schopny navodit’ po intradermalnom podani ochranu proti bunkdm B210 ako aj 12BI.

Navodena ochrana bola vyrazne vysSia po troch davkach nez po dvoch.
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3.2. Vysledky imunizdcie plazmidmi kédujucimi 25 aminokyselinovu sekvenciu fuznej

oblasti BCR-ABL

Ako dalSie v poradi boli testované plazmidy kédujuce 25 aminokyselinovu sekvenciu
fiznej oblasti proteinu BCR-ABL. ISlo o konstrukty pBSC/bcr-abl25aa HSP70, pBSC/CP
ber-abl25aa, pBSC/L2CP ber-abl25aa a pBSC/bcer-abl25aa GUS. Napriek tomu, Ze prave spoj
BCR-ABL je unikatna, novovzniknutd sekvencia, navySe, v pripade vymenovanych
konstruktov je tato sekvencia pripojena ku génom, ktorych produkty v inych systémoch
vyrazne posilnili imunitni odpoved’ proti antigénu (109, 116), boli vysledky imunizécie
negativne. Ako je vidiet' z obrazku 3.3 A-D, Statisticky vyznamnu ochranu proti bunkdm
12B1 navodil iba plazmid pBSC/ber-abl, pouzity ako pozitivna kontrola (p<0,005).
Prezivanie mysi oSetrenych plazmidmi nesticimi sekvenciu pre fuznu oblast’ ber-abl v
podstate kopirovalo krivku prezivania myS$i oSetrenych prazdnym plazmidom. Podobné

vysledky poli dosiahnuté aj po intraven6znom podani buniek B210 (data neuvedené).
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Obr. 3.3. Prezivanie my$i imunizovanych plazmidmi: A) pBSC/bcr-abl25aa HSP70; B) pBSC/CP ber-
abl25aa; C) pBSC/L2CP bcer-abl25aa a D) pBSC/ber-abl25aa GUS po subkutadlnom podani buniek
12B1. Plazmidy pBSC/bcr-abl a pBSC boli pouzité ako pozitivna a negativna kontrola.

Vzhl'adom na neuspech pokusu navodit’ imunitni odpoved” pomocou intradermélneho
podania zmienenych DNA vakcin, bol postup imunizacie modifikovany. ISlo bud’ o zvicsSenie
mnozstva DNA aplikovanej v jednej davke z 1 pg na 2 pg, alebo o zmenu spésobu podania zo

subkutalnej aplikacie gene-gunom na intramuskuldrnu aplikaciu. Pri druhom spominanom
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sposobe sa jednalo o mnozstvo 100 pg DNA na déavku, navySe obohatenu o CpG, pripadne
konjugat rekombinantného choleratoxinu s CpG. K davkovaniu oligonukleotidov je potrebné
poznamenat’, ze aj ked’ sme v inych experimentoch pouzivali davku 30 pg CpG, v tomto
pripade bola davka znizena tak, aby odpovedala mnozstvu CpG v konjugate s rCTB, a teda
mohla sluzit’ ako kontrola. Vysledne koncentracie adjuvans pouzitych v pokuse teda boli: a)
CpG: 4,2 pg / davku; b) rCTB: 17,84 ng / davku; ¢) rCTB-CpG: 17,84 ng /4,2 ng / davku.
Ako je zrejmé z obrazkov 3.4 a 3.5, Ziadna spominand modifikacia imuniza¢ného postupu
nepriniesla zlepSenie. Iba pBSC/bcr-abl navodil signifikantni ochranu (p<0,01) Navyse,
plazmid pBSC/bcr-abl po intramuskuldrnom podani nenavodil takti ochranu, ako bola
pozorovana po intradermalnom podani. Iba v pripade pridania konjugatu rCTB-CpG bol

uc¢inok pBSC/bcr-abl signifikantny (p<0,02) (Obr. 3.5)
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Obr. 3.4. Objavovanie sa nadorov po imunizacii 1 pg, alebo 2 pg pBSC/ber-abl25aa GUS, a
naslednom podani buniek 12B1. Plazmid pBSC/bcr-abl bol pouzity ako pozitivna kontrola. Plazmid

pBSC v mnozstve 1 alebo 2 ug ako negativna kontrola.
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Obr. 3.5. Objavovanie sa nadorov po intramuskularnej imunizacii plazmidom pBSC/ber-abl25aa GUS
a pBSC/bcr-abl a naslednom podani buniek 12B1. K jednotlivym skupinam bolo pridané nasledujuce
adjuvans: A) bez adjuvans; B) CpG; C) rCTB; D) rCTB-CpG. Plazmid pBSC/bcr-abl bol pouzity ako

pozitivna a pBSC ako negativna kontrola.
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3.3. Vysledky imunizdcie kombindciami rozli¢nych vakcin kédujucich 25 aminokyselinovu

sekvenciu fuznej oblasti BCR-ABL

V snahe navodit’ imunitni odpoved’ proti fiznej oblasti BCR-ABL bolo pristupené k
prime-boost experimentom. V spolupraci so skupinou Dr. Nemeckovej (Dr. Kutinova, Mgr.
Mocova, Dr. Gabriel, Dr. Mackova, Mgr. Heintz, Mgr. Babiarova) boli testované kombinacie
DNA vakcin a dendritickych buniek pulzovanych nonapeptidom z fuznej oblasti BCR-ABL,
DNA vakcin a rekombinantného virusu vakcinie exprimujiceho 25 aminokyselinova
sekvenciu zo spoja BCR-ABL pripojent na N koniec HSP70, dokonca trojkombinaciu DNA
vakciny, CyaA toxinu s pripojenou spojovou oblastou BCR-ABL a rekombinantnej vakcinie.
(Poznamka: V tychto experimentoch neboli pouZité vSetky pripravené plazmidy nesuce fiznu
oblast’ ber-abl. Pri vybere konkrétneho plazmidu zohravalo tlohu viacero faktorov, ktoré boli
ovplyvnené zameranim a cielom experimentu. Ako ilustraciu neschopnosti danych plazmidov
navodit’ ochranu proti nddorovym bunkdm vSak mézu byt predlozené vysledky povazované

za dostatocné.)

Ako prva bola testovana kombinacia plazmidu pBSC/bcr-abl25aa HSP70 a dendritickych
buniek pulzovanych peptidom GFKQSSKAL. Imuniza¢na schéma zahriala skupinu mysi,
ktorym boli intradermalne podané 2 davky DNA vakciny, nasledované podanim pulzovanych
dendritickych buniek (5x10° v 500 ul PBS), ako aj skupinu mysi, ktoré najprv dostali
pulzované dendritické bunky a aZ potom 2 krat po sebe DNA vakcinu. Dal§im skupindm
sliziacim ako kontroly boli podané pulzované, alebo nepulzované DC, a nakoniec, ako
negativna kontrola sluZila skupina, ktorej bolo intraperitonealne aplikované PBS. Casovy
interval medzi jednotlivymi ddvkami, ako aj podanim nadorovych buniek bol jeden tyzden.
Ako challenge bolo intravendzne podanych 3x10* buniek 12B1. Z obrazku 3.6 je zjavné, Ze
kombinécia dendritickych buniek a DNA vakciny nepriniesla Ziadne signifikantné navodenie

ochrany proti podanym nadorovym bunkam.
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Obr. 3.6. Objavovanie nadorov po imunizacii pulzovanymi dendritickymi bunkami, pripadne po
imunizédcii v prime-boost schéme kombindciou pulzovanych dendritickych buniek a plazmidu

pBSC/bcer-abl25aa HSP70. Ako kontrola bol pouzity roztok PBS a nepulzované dendritické bunky.

Nasledne boli testované kombinacie plazmidov pBSC/L2CP bcer-abl25aa a pBSC/ber-
abl25aa GUS a rekombinantnych virusov vakcinie MVA bcr-abl25aa HSP70 a P13 ber-
abl25aa HSP70. Zatial' ¢o plazmid bol podany intradermalne (Ipg), virus bol podany
intraperitonedlne (10’ PFU/davku). Ako je zjavné z obrazku 3.7, vietky vysledky boli
negativne. Nebol pozorovany Ziadny rozdiel, ktory by eventudlne mohol stvisiet’ s pouZzitym

typom DNA vakciny, pripadne s pouzitym kmeniom rekombinantného virusu vakcinie.
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Obr. 3.7. Objavovanie nadorov po imunizacii jednotlivymi kombindciami plazmidov pBSC/ber-
abl25aa HSP70 a pBSC/bcr-abl25aa GUS a rekombinantnych virusov vakcinie MVA ber-abl25aa
HSP70 a P13 ber-abl25aa HSP70 v prime-boost schéme. Ako negativna kontrola bol pouzity roztok
PBS.

Poslednym pokusom o vyvolanie imunitnej odpovede bolo skombinovanie DNA vakciny

(pBSC/L2CP bcr-abl25aa), rekombinantného CyaA toxinu a rekombinantného virusu
vakcinie (P13 bcer-abl25aa HSP70) do jednej imunizacnej schémy. Jednotlivé vakciny boli
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podané v spomenutom poradi, vzdy s odstupom jedného tyzdna. Davkovanie DNA vakcin a
virusov bolo totozné s predchadzajucim experimentom, rekombinantny CyaA toxin bol
podany v mnozstve 50 pug/500 ul intraperitonealne. Nadorové bunky im boli podané 7 dni po
poslednej imunizacii. Napriek tomu, Ze boli testované tri konstrukty CyaA, na obrazku (Obr.
3.8) st znazornené iba dva: konstrukt kodujtci 25 aminokyselinovy Usek spoja, pritomny v
ostatnych kons$truktoch a konstrukt kodujici nonapeptid, ktory je zhodny s peptidom
pouzitym pri imunizacii a pulzovani dendritickych buniek. Medzi skupinou imunizovanou
konstruktom CyaA nesticim 25 aminokyselinovi sekvenciu spoja BCR-ABL a negativnou

kontrolou bol pozorovany urcity maly rozdiel, ktory vSak nebol Statisticky vyznamny.
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Obr. 3.8. Objavovanie nadorov po imunizacii 3 typmi vakcin. DNA vakcina a rekombinantny virus
vakcinie boli v oboch pripadoch rovnaké - skupiny sa odligovali dizkou sekvencie zo spoja BCR-ABL

pridanej k CyaA. Ako negativna kontrola bol pouzity roztok PBS.
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3.4. Vysledky imunizdcie nonapeptidom odvodenym od spoja BCR-ABL

Po netspechu rozliénych vakcin zaloZenych na fuznej oblasti BCR-ABL bol urobeny
posledny experiment zamerany na overenie schopnosti peptidu GFKQSSKAL navodit
protekénu imunitn odpoved’ v nami pouzivanom modelovom systéme. Plazmidy pBSC a
pBSC/bcer-abl, podané v 3 davkach sluzili ako negativna a pozitivna kontrola. Samotny peptid
bol podany 2 krat v rozmedzi 2 tyzdnov. Jednu davku predstavovalo mnozstvo 100 pg
peptidu, spolu s 30ug CpG (ODN 1826) v 200ul IFA. Ako d’al$ia negativna kontrola bolo
pouzité nekompletné Freundové adjuvans s CpG v objeme 200 ul. Pozitivna kontrola
navodila vysoko signifikantni ochranu (p<0,001). Nebola vSak pozorovana Ziadna Statisticky
vyznamna ochrana proti podanym nadorovym bunkdm (12B1), ktora by bola navodena

peptidom. (Obr. 3.9)
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Obr. 3.9. Prezivanie mys$i imunizovanych peptidom GFKQSSKAL po subkutalnom podani buniek
12B1. Ako pozitivna kontrola bol pouzity plazmid pBSC/bcr-abl, ako negativne kontroly plazmid
pBSC a roztok IFA a CpG.
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3.5. Vysledky imunizdacie plazmidmi kédujucimi jednotlivé fragmenty BCR-ABL

V snahe lokalizovat’ umiestnenie epitopu/epitopov sprostredkujicich imunizacny efekt
DNA vakciny nesucej cely fuzny gén, bola sekvencia ber-abl rozdelena na 9 fragmentov.
Vysledky imunizacie plazmidmi kodujucimi jednotlivé tseky ber-abl (pBSC/OD,
pBSC/SH2B, pBSC/Dbl, pBSC/Rho, pBSC/SH3/SH2, pBSC/SHI, pBSC/CRKBD,
pBSC/NLS, pBSC/DNA/ABD) st zobrazené na obrazku 3.10.

Z grafov znazoriujucich krivky prezivania je zjavné, Zze ziadny z deviatich fragmentov
nenavodil ochranu porovnatelni s ucinkom celého BCR-ABL. Aj ked u niektorych
konstruktov bol naznak imunitnej odpovede, Ziadny vysledok nebol signifikantne odlisny od
negativnej kontroly. Plazmid pBSC/bcr-abl, pouZzity ako pozitivna kontrola navodil Statisticky
vyznamnu ochranu vo vsetkych pripadoch. (Pre A) a B) p<0,001; pre C), D), E), G), H), I)
p<0,02; pre F) p<0,01 ).
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Obr. 3.10. Prezivanie mysi imunizovanych plazmidmi kédujacimi fragmenty fuzneho proteinu BCR-
ABL po subkutalnom podani buniek 12B1. Ako pozitivna kontrola bol pouzity plazmid pBSC/bcr-abl,
ako negativna kontrola plazmid pBSC.
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3.6. Vysledky imunizdcie zmesami fragmentov pokryvajucich celu sekvenciu bcr-abl

Vzhl'adom na to, Ze Ziadny z fragmentov bcr-abl neaktivoval imunitny systém do miery
porovnatelnej s ucinkom celého bcer-abl bolo pristipené k imunizacii zmesami plazmidov
kédujucich jednotlivé fragmenty. Ako prva bola vytvorend a testovand zmes pomenovana
"Mix-orig". Zlozenie tejto zmesi bolo dané aktualnou dostupnostou konstruktov kédujtcich
jednotlivé fragmenty. Na zaklade predpokusov s tymto nekompletnym setom plazmidov,
ktory imunizuje porovnatelne ako pBSC/bcr-abl, bol vysledok =ziskany imunizaciou
kompletnym setom, nazvanym "Mix-compl", prekvapujici. Rozdiel medzi u¢inkom Mix-orig

a Mix-compl je Statisticky vyznamny (p<0,02). (Obr. 3.11)
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Obr. 3.11. Prezivanie myS$i imunizovanych zmesami plazmidov kédujucich fragmenty fuzneho
proteinu BCR-ABL (Mix-orig a Mix-compl) po subkutdlnom podani buniek 12B1. Ako pozitivna
kontrola bol pouzity plazmid pBSC/bcr-abl, ako negativna kontrola plazmid pBSC.

Dal§imi testovanymi zmesami boli "Mix-ber" a "Mix-abl". Ako uZ samotné nazvy
napovedajl, tieto zmesi obsahuju bud’ plazmidy kodujuce sekvencie pre BCR, alebo ABL.
Vysledok ukazuje, Ze epitopy zodpovedné za navodenie ochrany proti nddorovym bunkam su
sustredené v oblasti proteinu ABL. (Obr. 3.12) Rozdiel medzi Mix-bcr a Mix-abl bol vysoko
signifikantny (p<0,001).
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Obr. 3.12 . Prezivanie mys$i imunizovanych zmesami plazmidov kodujucich fragmenty fazneho
proteinu BCR-ABL (Mix-bcr a Mix-abl) po subkutalnom podani buniek 12B1. Ako pozitivna kontrola
bol pouzity plazmid pBSC/bcr-abl, ako negativna kontrola plazmid pBSC.

V snahe o objasnenie zniZenej schopnosti zmesi "Mix-compl" navodit’ ochranu, bol
pripraveny experiment zalozeny na doplneni pdévodného zloZenia zmesi "Mix-orig" o
jednotlivé kombinacie plazmidov, ktoré v tejto zmesi chybali. Vysledok zobrazeny na
obrazku 3.13 naznacuje, ze za znizenie imunizacné¢ho potencidlu pravdepodobne zodpoveda
plazmid pBSC/OD. Rozdiel medzi skupinami, ktoré boli imunizované zmesami vakcin bez
pBSC/OD a tymi, ktoré boli imunizované zmesami vakcin obsahujucimi pBSC/OD bol
Statisticky vyznamny (p<0,02).
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Obr. 3.13. Prezivanie my$i imunizovanych zmesami plazmidov obsahujucich plazmid pBSC/OD
(OD+), alebo neobsahujucich spominany plazmid (OD-). Ako pozitivna kontrola bol pouzity plazmid
pBSC/bcer-abl, ako negativna kontrola plazmid pBSC.
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3.7. Vysledky RT-PCR

Za ucelom potvrdenia, Ze imunizované mysi, ktoré nevytvorili nddor, st naozaj zdravé,
bola urobena diagnostika pritomnosti transkriptov ber-abl pomocou RT-PCR. VySetrené boli
tieto organy: pecen, slezina a kostna dren. VSetky zvierata, ktoré vyvinuli nador boli ber-abl
pozitivne vo vSetkych testovanych orgédnoch. A naopak, vSetky testované zvierata, ktoré

nevyvinuli nador, boli ber-abl negativne. Takéto zvieratd boli povazované za vyliecené.

Tabul’ka 3.1
Pritomnost’ bcr-abl-pozitivnych buniek detegovana pomocou RT-PCR v tspeSne imunizovanych
a neimunizovanych zvieratach inokulovanych bud’ bunkami B210 alebo 12B1
Bunky Imunizacia Pocet mysi | S nadorom Detegované bcr-abl transkripty v:
Peceni Slezine Kostnej dreni

B210 ano 8 0 0 0 netestované

nie 1 1 1 1 netestované
12B1 ano 5 0 0 0 0

nie 5 5 5 5 5
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4. Diskusia

Hodnotenie vysledkov bolo mozné rozdelit’ podl'a typu pouzitych plazmidov na:
a) Hodnotenie vysledkov imunizacie plazmidom kodujucim cely protein BCR-ABL;
b) Hodnotenie vysledkov imunizacie plazmidmi kédujticimi spojovua oblast BCR-ABL,;
¢) Hodnotenie vysledkov imunizacie rozlicnymi kombinaciami vakcin kdédojacich spojovu
oblast BCR-ABL;
d) Hodnotenie vysledkov imunizéacie plazmidmi kédujucimi jednotlivé fragmenty BCR-ABL
a e¢) Hodnotenie vysledkov imunizacie zmesami plazmidov kodujicich jednotlivé fragmenty
BCR-ABL.

Vysledky kazdej experimentdlnej prace su limitované pouzitym modelom a ich
interpretacia by mala byt’ vzdy robena s ohl'adom na tento fakt. Aj v rdmci predlozenej prace
bolo potrebné celit' rozlicnym problémom. Medzi najzavaznejSie patrili: a) Problém
heterogenity sekvencii mySich a I'udskych proteinov BCR a ABL; b) Problém variabilnych
vysledkov jednotlivych imunizaénych pokusov; c¢) Problém s hmotnostnymi pomermi
proteinov produkovanych jednym pg plazmidu; d) Problém s overenim mnozstva DNA v

naboji.
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4.1. Hodnotenie ziskanych vysledkov

4.1.1 Hodnotenie vysledkov imunizécie plazmidom kddujiicim cely protein BCR-ABL

Vzhl'adom na spomenutil heterogenitu sekvencie nie je prekvapujuce, ze plazmid
pBSC/ber-abl navodil imunitntt odpoved’. Napriek variabilite diskutovanej vysSie, bola
indukovana ochrana vzdy Statisticky vyznamnd, bez ohl'adu na to ¢i sa jednalo o zabranenie
vzniku nadorov, alebo iba o odloZenie rastu nadorov a prediZenie preZivania.

Avsak pocitat’ s vyuzitim tohto konstruktu ako DNA vakciny v huméannej medicine nie je
mozné, nakolko ide o funkény onkogén. Predpokladom pripadného vyuzitia by bola

zavedenie mutacii do fizneho génu tak, aby inaktivovali funkéné domény.

4.1.2 Hodnotenie vysledkov imunizécie plazmidmi kodujacimi spojovu oblast BCR-ABL

Plazmidy, kodujuce spojovu oblast BCR-ABL zlyhali pri navodeni ochranného efektu. A
to napriek teoretickému predpokladu, Ze prave novo vytvorend, unikatna sekvencia s novo
zaradenou aminokyselinou bude optimdlna pre navodenie imunitnej odpovede. Aj podla
pocitacovej predikcie sa v danej sekvencii nachadza T - epitop (GFKQSSKAL) pre BALB/c
mysi. Navyse sekvencia kddujiaca faznu zonu proteinu BCR-ABL bola pripojena k sekvencii
pre gény, ktoré pri predchadzajucich experimentoch s inymi antigénmi boli schopné zvysit
imunitni odpoved’. Na vysledok nemal vplyv ani spdsob aplikédcie plazmidov, ani zvySenie
davky.

Ani samotny epitop podany vo forme peptidu ,,GFKQSSKAL® nebol schopny navodit’

ochranu pred nadorovymi bunkami.

4.1.3 Hodnotenie vysledkov imunizacie rozliénymi kombinaciami vakcin kédojucich spojovu

oblast BCR-ABL

Ani prime-boost stratégia nepriniesla navodenie ochrany pomocou sekvencie spoja BCR-
ABL. Boli vyskuSané kombindacie: a) DNA vakcina + pulzované dendritické bunky; b) DNA
vakcina + rekombinantny virus vakcinie; c) DNA vakcina + rekombinantny CyaA toxin +

rekombinantny virus vakcinie.
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4.1.4 Hodnotenie vysledkov imunizécie plazmidmi kodujicimi jednotlivé fragmenty

BCR-ABL

Situdcia, ktora nastala po neuspechu vakcin kddujucich spoj BCR-ABL, obratila nasu
pozornost’ k snahe zistit, ktord oblast BCR-ABL zodpovedd za navodenie ochrany proti
nadorovym bunkam. K tomuto ucelu bolo skonStruovanych devit plazmidov, kdédujacich
devit' fragmentov BCR-ABL, pokryvajicich celu sekvenciu fuzneho proteinu. Pracovna
hypotéza bola zalozena na predpoklade, Ze niektory z plazmidov navodi imunitnii odpoved
porovnatelnii s u¢inkom plazmidu kodujiiceho cely protein BCR-ABL. Dalsim logickym
krokom by bol pokus o identifikaciu konkrétneho epitopu, nasledne urcenie, ¢i ide o
homogénnu, alebo heterogénnu oblast a urobenie zaverov z toho vyplyvajlicich. O to
prekvapujtcejsi bol vysledok - ziadny z konstruktov nedosiahol Groven ochrany porovnatel'na
s pBSC/ber-abl. V niektorych pripadoch boli sice pozorované ndznaky indukcie ochrany,
ziadny vysledok vsSak nebol Statisticky vyznamny. Z toho sme usudili, Ze epitopy
zodpovedajuce za navodenie ochrany budu pravdepodobne Siroko rozdistribuované po

sekvencii proteinu BCR-ABL.

4.1.5 Hodnotenie vysledkov imunizacie zmesami plazmidov kodujucich jednotlivé fragmenty

BCR-ABL

K pouzitiu zmesi plazmidov bolo pristupené po zisteni, Zze Ziadny z deviatich plazmidov
kédujucich fragmenty BCR-ABL nenavodzuje imunitni odpoved’ porovnatelnu s efektom
plazmidu kodujuceho cely protein. Tvorba zmesi so sebou priniesla technické problémy
diskutované vyssie, na druhej strane vSak poskytla moZnost’ experimentalne overit, ¢i je pre
navodenie imunity nevyhnutna celd, nepreruSend sekvencia BCR-ABL, pripadne ¢i st
niektoré useky dodlezitejsSie ako iné. Tymto sposobom bolo ukazané, ze epitopy zodpovedné za
imunizac¢ny efekt si lokalizované v oblasti ABL. Imunizany efekt mala aj hexavakcina
nazvand Mix-orig. Prekvapujlicim vSak bolo zistenie, Ze zmes vSetkych deviatich plazmidov,
ktorych produkty spolu reprezentuju vSetky potencidlne epitopy BCR-ABL, nie len Ze
nedosiahla uroven ochrany navodenej plazmidom pBSC/bcr-abl, ale prakticky kopirovala
negativnu kontrolu. Pri pokuse vysvetlit’ tento jav vzniklo niekol’ko pracovnych hypotéz - ako
spravnou sa nakoniec ukdzala hypotéza o negativnom vplyve minimalne jedného plazmidu v
zmesi na imunizacny proces. Identifikaciu daného plazmidu ulahcila existencia hexavakciny

Mix-orig, s imunizacnym efektom podobnym pBSC/bcr-abl. Takto zostali ako kandidati na
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overenie negativneho efektu iba tri plazmidy, chybajuce v pévodnej hexavakcine. Po in vivo
otestovani ucinku zmesi zaloZzenych na Mix-orig, doplnenych o vSetky mozné kombinacie
zvy$nych troch plazmidov, sme dosli k zaveru, ze za negativny efekt na imunizaciu
pravdepodobne zodpoveda plazmid pBSC/OD, kodujuci N-oblast' proteinu BCR. Na

vysvetlenie tohto javu su potrebné este d’alSie experimenty.
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4.2 Analyza najzdsadnejsich problémov

4. 2.1 Problém heterogenity sekvencii mySich a I'udskych proteinov BCR a ABL

Vzhl'adom na to, Zze v pripade mySi nie je znama paralela k 'udskému bcr-abl, boli
modelové bunkové linie vytvorené retrovirusovou transformaciu buniek kostnej drene
Pudskym génom ber-abl. Sekvencia I'udského BCR a ABL sa vSak odliSuje od svojich mySich
ekvivalentov. Obrazok 4.1. V pripade BCR je odlisnych 8% aminokyselin, u ABL dokonca
13%.

mvdpvefaeawkaqgfpdsepprmelrsvgdieqelerckasirrleqgevngerfrmiylgtllakekksydrqrwefrraa
qapdgaseprasasrpgpapadgadpppaeepearpdgegspgkarpgtarrpgaaasgerddrgppasvaalrsnfe
rirkghggpgadaekpfyvnvefhherglvlkvndkevsdrisslgsqamgmerklisqhgagssvgdasrppyrersse
sscegvdegdyedaelnprfllkdnlidangesrppwppleygpygsiyvggmmegegkgpllrsqstseqelrltwprrsys
prsfedeggevtpdeasnenltsseedfasggssrvspspttyrmfrdksrspsgnsqqsfdssspptpgehkrhrhepvvy
seativevrktggiwpndgegathgdadgstfetppgyvecaadraeeqrrhqdglpyiddspsssphlsskergsrdalvsg
alestkaseldlekglemrkwvlsgilaseetylshlealllpmkplkaaattsgpvltsqqietifflivpelveihkefydglfp
rvqqgwshqgqrvedlfgklasqlgvyrafvdnygvamemaekecqanaqfaeisenlrarsnkdakdpttknsletllylkp
vdrvtrstlvlhdlllchtpashpdhpllgdalrisgnflssineeitprrgsmtvklkeehrgllkdsfmvelvegarklrhvflf
tellletklkkqsgektqqgydekwyipltdlsfgmvdeleavpniplvpdeeldalkikizsqiksdigrekrankgskaterl
kkklseqesllllmspsmafrvhsrngksytflissdyeraewrenireqqkkefrsfsltsvelgmltnsevklqtvhsiplt:
nkeddespglveflnvivhsatgfkgssKalqrpvasdfepgglseaarwnskenllagpsendpnlfvalyvdfvasgdnt
Isitkgeklrvlgynhngewceaqtkngqgwvpsnyitpvnslekhswyhgpvsrnaaeyllssgingsflvresesspgq
rsislryegrvyhyrintasdgklyvssesrfntlaelvhhhstvadglittlhypapkrnkptvygvspnydkwemertdi
tmkhklgggqyvgevyegvwkkysltvavktlkedtmeveeflkeaavimkeikhpnlvgllgvetreppfyiitefmtygn
lldylrecnrgevnavvllymatqissameylekknfihrdlaarnclvgenhlvkvadfglsrintgdtytahagakfpik
wtapeslaynkfsiksdvwafevllweiatvemspypgidlsqvyellekdyrmerpegepekvyelmracwgwnpsd
rpsfaeihqafetmfqessisdevekelglkgevrgavstllgapelptktrtsrraaehrdttdvpemphskgqgesdpldh
epavspllprkergppegglnederllpkdkktnlfsalikldkklitaptppkrsssfremdgqperrgageeegrdisngal
aftpldtadpakspkpsngagvpngalresggsefrsphlwkksstltssrlatgeeegggssskrflrscsasevphgakdt
ewrsvtlprdlgsterqfdsstfgghkselpalprkragenrsdqvtrgtvtppprivilinecaadevflidimesspgssp
punltpkplrrgvtvapasglphkeeaekgsalgtpaaaepvtptskagsgapgetskepaeesrvrrhkhssespgrdke
klsrlkpapppppaasagkagglkpsqspsqeaageavlgaktkatslvdavnsdaakpsgpgeglkkpvlpatplpgs
akpsgtpispapvpstlpsassalagdgpsstafiplistrvslrktrqpperiasgaitkgvvldstealclaisrnseqmash
savleagknlyvtfevsyvdsiggmrnkfafreainklennlrelgicpatagsepaatqdfskllssvkeisdivgr

Obr. 4.1. Sekvencia proteinu BCR-ABL s vyzna¢enymi oblastami, ktoré sa liSia u l'udského a
mySaciecho BCR a ABL (hned4), s vyznacenymi predikovanymi epitopmi (¢ervena), vyznacenou 25
aminokyselinovou oblastou spoja (podciarknutd oblast’) a s oznaCenym novozaradenym lyzinom

(velké "K").
KedZe povodnym zamerom prace bola imunizacia sekvenciou zo spoja fuzneho proteinu
b

ktora je 100% homologna, heterogenita v d’alSich oblastiach danych proteinov sa nezdala byt’

na prekazku. Az neschopnost’ plazmidov, kédujucich fuznu zonu BCR-ABL, navodit’ ochranu
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proti nadorovym bunkdm, a na druhej strane UspeSne navodenie ochrany plazmidom
produkujucim cely protein BCR-ABL, naznacilo, Ze je potrebné brat’ do uvahy aj pripadny
vplyv heterogenity sekvencii. Za tychto okolnosti vyvstala otdzka, ¢i za navodenie ochrany
zodpoved4 imunitnd odpoved’ namierend prave proti heterogénnym oblastiam, respektive ¢i
pri navodeni imunitnej odpovede zohrdva primarnu tlohu samotny proces imunizacie ako
takej, bez ohladu na sekvenciu. Vylucit sa nedda ani jedna moznost, dokonca je
pravdepodobné, ze vysledny efekt je dany sucinnostou oboch mechanizmov. Po urobeni
predikénej analyzy in silico, bola porovnana kolokalizécia vSetkych predikovanych epitopov a
heterogénnych oblasti. Vysledok neukézal ziadnu vyluénu suvislost medzi heterogénnou
oblastou a predikovanymi epitopmi (Obr. 4.1). NavySe, zmes plazmidov kodujucich
sekvencie BCR nevykdazala Ziadnu ochranu pri testovani in vivo, napriek tomu, Ze obsahuje
heterogénne oblasti. To naznacuje, Ze heterogenita sekvencie nemusela nevyhnutne vyustit' v
navodenie imunitnej odpovede.

Pred Casom sa objavili prace (117, 118), ktoré tvrdia, ze protein BCR-ABL nie je
imunodominantnym antigénom CML, ale iba svojou biologickou aktivitou navodzuje
nadprodukciu rozlicnych bunkovych proteinov, ktoré nasledne poOsobia ako antigény
asociované¢ s nddorom (tumor associated antigens - TAA). Ak by tato tedria bola pravdiva,
otazka heterogenity v nami pouzitom modely by ciastoCne stratila relevanciu. Vysledky
imuniza¢nych pokusov s plazmidom pBSC/bcer-abl, kodujucim cely protein BCR-ABL a
pokusov so zmesou plazmidov Mix-compl, obsahujlicou plazmidy nesuce celil sekvenciu ber-
abl, ale rozdelentl na 9 Casti, by mohli posiliiovat’ opravnenost’ tejto teorie. Na druhej strane,
uspeSnd imunizdcia pomocou zmesi Mix-orig, sice autormi predlozenti tézu priamo
nevyvracia, ale prinajmenSom naznacuje, ze je mozné uspeSne imunizovat aj rozdelenou

sekvenciou BCR-ABL, a teda takou, ktord nema (kompletna) biologicku aktivitu.

4.2.2 Problém variabilnych vysledkov po jednotlivych imunizaciach

Pri jednotlivych experimentoch pola pozorovand nezanedbatelnd variabilita u skupin

oSetrenych plazmidmi pouzivanymi ako negativna (pBSC) a pozitivna kontrola (pBSC/bcr-

abl). Na obrazku 4.2 st znazornené vysledky z dvoch rozlicnych experimentov, zobrazujuce

dva extrémne pripady.
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Obr. 4.2. Porovnanie vysledku dvoch experimentov testujucich prezivanie mysi imunizovanych

plazmidom pBSC/bcr-abl, alebo osetrenych prazdnym plazmidom pBSC.

V jednom pripade bola pomocou plazmidu pBSC/bcr-abl navodend ochrana u 100%
imunizovanych mysi, av§ak nie vSetky mysi zo skupiny inokulovanej prazdnym plazmidom
(pBSC) vytvorili nador. V druhom pripade sice vSetky mysi v negativnej kontrole vytvorili
nador a vytvorili ho skor, na druht stranu ochranny U¢inok plazmidu pBSC/ber-abl bol
podstatné slabsi. V oboch pripadoch bol vsak rozdiel signifikantny (p<0,001 a p<0,01).
Statisticky vyznamny rozdiel bol pozorovany aj medzi 2 skupinami imunizovanymi
pBSC/ber-abl (p<0,05).

Tento jav bol pozorovany takmer pri vSetkych experimentoch. V snahe Standardizovat’
cely proces boli nadorové bunky pripravované vzdy z toho istého Stoku, inokulovanéd bola
vzdy t4 istd pasaz a vzdy tou istou osobou. Napriek tymto opatreniam dochadzalo k
pozorovanej variabilite. Domnievame sa, ze za variabilitu vysledkov zodpoveda
pravdepodobne aktualny stav poddvanych nadorovych buniek.

Preto bolo potrebné jednotlivé experimenty vyhodnocovat’ vzdy s ohl'adom na aktualnu
pozitivhu a negativnu kontrolu a pripadne porovnavanie vysledkov medzi jednotlivymi

experimentmi bolo potrebné robit’ vzdy s ohl'adom na spomenuty fakt.
4.2.3 Problém s hmotnostnymi pomermi proteinov produkovanych jednym pg plazmidu

Vytvaranie rozliénych zmesi plazmidov kodujucich fragmenty BCR-ABL prinieslo so
sebou urcité praktické problémy. Ak predpokladame, Zze expresia kazdého testovaného
konstruktu bola priblizne rovnaka (teda, ze gén, ¢i jeho Cast’ nesena plazmidom vyprodukuje
rovnaky pocet molekul proteinu, respektive jeho casti), potom mnoZstvo celého proteinu

vyprodukovaného jednym plazmidom pBSC/ber-abl bolo ekvivalentné k produkcii 9
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rozdielnych plazmidov, z ktorych kazdy exprimuje Cast’ sekvencie celého proteinu. Ked'ze
jeden "naboj" pre gene-gun obsahuje vzdy iba 1 pg DNA, je zjavné, ze 1 davka zmesi
plazmidov (v extrémnom pripade az deviatich) produkovala vzdy menej celkového mnozstva
aminokyselinovych sekvencii, ako plazmid kodujuci BCR-ABL v celku. A to napriek tomu,
7e plazmid, nestici celil sekvenciu ber-abl, je priblizne 2x vicsi, ako plazmidy koédujice
jednotlivé fragmenty, a teda 1 pg pBSC/ber-abl obsahuje priblizne 2 krat menej kopii génu v
porovnani s ostatnymi plazmidmi. Tuto disproporciu sme sa snazili zmiernit’ pouzitim 2 pg
DNA (2 néabojov) ako Standardnej davky pri imunizacii zmesami plazmidov. Vysledky

potvrdili, Ze tieto kvantitativne rozdiely nemali vyraznej$i i¢inok na imunizacny efekt.

4.2.4 Problém s overenim mnoZzstva DNA v naboji

Dal§im problémom, tento krat skor teoretického charakteru, bola neexistencia metodiky
overujucej mnozstvo DNA v 1 néboji. Pri priprave sa pouZzije 50 ug DNA na cca 50 nabojov.
AvSak uz vizudlne pozorovatelny rozdiel v kvantite aj kvalite prilnutia zlatych partikuli
medzi jednotlivymi ndbojmi, ako aj medzi sériami vyrobenych nabojov naznacuje, Ze nie
kazdy naboj musi obsahovat’ presne 1 pg DNA. Na druhej strane vSak nebola pozorovana

priama zavislost’ medzi vizualnou kvalitou naboja a vysledkom imunizacie.
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5. Zaver

Vysledky experimentov je mozné zhrnut' v nasledujticich bodoch:

a) Imunizécia s vakcinou zaloZenou na celom bcr-abl géne navodila signifikantni ochranu

proti bunkdm B210 ako aj bunkdm12B1.

b) Imunizacia vakcinami zaloZzenymi na fuznej oblasti ber-abl génu nenavodila ochranu.

¢) Ziadny z 9 fragmentov bcr-abl génu nebol schopny navodit signifikantni ochranu

porovnatelnt s imuniza¢nym efektom celého BCR-ABL.

d) Niektoré ,,zmesné* vakciny boli schopné navodit’ ochranu porovnatelnt s efektom celého

BCR-ABL.

e) Epitopy zodpovedné za navodenie efektivnej ochrany st lokalizované v ABL casti fizneho
proteinu; je vSak mozné, Ze pri navodeni protekcie zohrala tlohu aj heterogenita sekvencie

mysacieho a 'udského ABL proteinu.

f) Bola pozorovand mozna negativna rola N-terminalneho konca BCR.

Cielom tejto prace bolo priniest’ nové informdcie tykajuce sa vyuzitia DNA vakcin pri
imunoterapii CML. Bolo ukéazané, ze navodenie ochrany pomocou plazmidov kodujucich
sekvencie BCR-ABL je za uréitych podmienok mozné. Dalej bolo ukazané, Ze za navodenie
imunitnej odpovede pravdepodobne zodpoveda viacero epitopov, a teda, Zze v tomto pripade
nejde o ,klasicky” pripad imunizicie proti imunodominantnému epitopu. Je dolezité si
uvedomit’, ze tieto vysledky boli ziskané na modelovom organizme, a ako také nemusia mat’
univerzalnu platnost. Na tento fakt je potrebné pamitat’ pri akychkol'vek pripadnych

pokusoch o aplikaciu v inom systéme, pripadne v klinickej praxi.
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