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1. SEZNAM NEJCASTEJI UZIVANYCH ZKRATEK



antigen specificky pro

TSA Tumor Specific Antigen
nadory
TAA Tumor Associated Antigen | antigen asociovany s nadory
MHC Major Histocompatibility Hlavni histokompatibilni
Complex systém
AML akutni myeloidni{ leukemie
akutni promyelocytarni
APL promyetocyt
leukemie
Promyelocytic Leukemia
PML gen PML
gene
en pro o receptor pro
RARq genp ptor p
kyselinu retinovou
FrC tetanovy fragment C
Jedinec FVB/N my$ kmene FVB/N
Jedinec B6C3H my$ kmene C57BI/6XC3H
Jedinec B6 my$ kmene C57Bl/6
ATRA all-trans retinoic acid kyselina all-trans retinova




2. UVOD



2.1. PROTINADOROVA IMUNITA

K maligni transformaci buiiky miZe dojit mnoha zplsoby, napfiklad nasledkem poruchy
mechanismii regulace bun&éného d&leni nebo poruchy regulace ,,socidlniho chovéani® bunék.
Takové poruchy jsou vétSinou vyvolané mutacemi v takzvanych onkogenech nebo
antionkogenech. Tyto geny v nemutované podob& kéduji buné&né proteiny, napfiklad
proteinkinizy (signalizaéni proteiny), transkripéni faktory nebo proteiny dileZité pro
bun&énou adhezivitu nebo apoptozu. Mutantni formy t&chto proteini mohou mit napfiklad
abnormalné zvy$enou (produkty onkogentl) nebo sniZenou (produkty antionkogentl) aktivitu.
Zména aktivity miize vést k nekontrolovatelnému buné&nému déleni a k aniku takto vznikiych
bunék zdané tkafiové lokalizace, jejich diseminaci do jinych tkani, ve kterych se pak
agresivné mnoZzi.

Vzhledem k tomu, Ze nadorové buiiky se vice nebo méné lisi od normalnich bunék, ze kterych
vznikly, imunitni systém by je teoreticky mél rozpoznat a odstranit. Odli$nost od normalnich
bungk je viak v nékterych piipadech tak mald, Ze jsou imunitnim systémem ignorovany.
Nadorové buiiky také pouZivaji mechanismy, které jim umoZiiuji paralyzovat nékteré

mechanismy imunitniho systému.

2.1.1. Nadorové antigeny

Zakladnim predpokladem reakce imunitniho systému s nadorovymi buiikami je existence
nadorové specifickych povrchovych antigent, které umoZituji imunitnimu systému jejich
rozpoznani. Zasluhou mnohaletého vyzkumu byly identifikovany dvé kategorie nadorovych
antigenu:

(i) antigeny specifické pro nadory

(if) antigeny asociované s nadory

K antigentim specifickym pro nadory (TSA) se fadi proteiny, které se na normalnich buiikach
nevyskytuji. Jsou to napfiklad komplexy MHC molekul s abnormalnimi fragmenty bunéénych

proteind {produkty mutovanych genii, respektive produkty abnormalniho Stépeni normdlnich



proteini v nddorové buiice). Takové TSA jsou typické pro chemicky (napfiklad
methylcholantrenem)  indukované nadory a pro nékteré leukemie asociované
s chromozomalnimi translokacemi, které produkuji specificky abnormélni (fiizni) protein
(napiiklad protein Bcr/Abl nebo PML/RARa). U nadori vyvolanych onkogennimi viry to
mohou byt komplexy MHC molekul s fragmenty proteinli pochézejicich z téchto virli, jako
napk. polyoma virus SV40 nebo EBV. TSA mohou byt téZ abnormalni formy glykoproteini.
Glykosilace, zejména sialylace povrchovych proteint je u mnohych nadorovych bunék odlisna
od bun&k normalnich. K TSA se fadi téZ idiotypy pfitomné na myelomech (odvozenych od B
lymfocytil) a lymfomech (odvozenych od T lymfocyttl). Tyto druhy nadorovych bunék maji
na povrchu klonotypické B nebo T receptory, jejichZz vazebna mista ptedstavuji unikatni

antigenni struktury.

TAA nejsou vyluéné specifické pro nadorové buiiky, ale nachazeji se i na né€kterych
normalnich bufikach. Odlidnost spodiva v kvantité exprese nebo v abnormalni Casové Ci
tkafiové expresi. Velmi &asto jsou TAA vyuZivany jako pomocné diagnostické znaky. Mezi
TAA patfi napiiklad onkofetdlni proteiny pfitomné v normalnich embryonélnich buiikéch. V
postnatilnim obdobi mizi a jsou pfitomny pouze v nékterych nadorovych buiikach. Patfi sem
o-fetoprotein sekretovany hepatomy a karcinoembryonalni antigeny produkované buiikami
karcinomu tlustého stfeva. Mezi TAA patfi téZ melanomové antigeny (napi. MAGE-1, Melan-
A), které jsou silné exprimovany na melanomovych buiikach, v men$im mnoZstvi na
normalnich melanocytech nebo jinych burikach (napf. testikulami tkan€). Antigen HER2/neu
je daldim pfikladem TAA. Jde o receptor ristového faktoru epitelidlnich bunék, ktery je
v malém mnoistvi pfitomen na normalnich epitelialnich buiikach. Je v8ak silné exprimovéan na
bufikach nékterych karcinomii miééné 2lazy. Podobné adhezivni molekula epitelialnich bunék
EPCAM, dalsi pfiklad TAA, je siln& exprimovana na metastazich karcinomu. Diferenciaéni
antigeny leukemickych bunék jsou pfitomny na normélnich buiikach vyvojové fady leukocytu
v t&ch diferenciacnich stadiich, z nichz jsou leukemické buriky odvozeny. Nejznaméjsi je
povrchovy antigen akutnich lymfoblastickych leukemii CALLA (CD10), typicky antigen pre
B bunék.



2.1.2. Mechanismy protinadorové imunity

Vzhledem k tomu, Ze maligni buiika pochézi z buitky normalni, sdili s ni vétSinu povrchovych

antigent, ke kterym byla béhem Zivota jedince vyvolana imunologicka tolerance.

Klasickym pojmem nadorové imunity je takzvany imunitni dozor na zéklad€ kterého jsou
nadorové transformované buiiky b&Zné vznikajici ve tkanich eliminovény imunitnim
systémem, zejména T lymfocyty. Podle této hypotézy klinicky pozorovatelné nadory vznikaji
finikem velmi malého poétu bunék imunitnimu dozoru. Tato hypotéza se ukézala jako v
zasad® nespravna, protoZe incidence spontannich nadort je u jedincd s poruchami funkce T
lymfocytl prakticky normalni. Je viak moZné, Ze na imunitnim dozoru se u takovych nadort
podileji hlavn& NK bufiky nebo jiné sloZky antigenné nespecifickych obrannych mechanismu.
U imunodeficitnich jedincd (pacienti nebo experimentdlnich modeld) vSak byva velmi
vyrazn& zvySeno riziko nadori vyvolanych viry. To naznaduje, Ze antigenné specifické
imunitni mechanismy kontroluji tento druh nddoru, resp. spide primarni virova onemocnéni,

ktera se mohou v nékterych burikach podilet na nadorovych preménach.

Existuji dva zakladni mechanismy, kterymi se organismus brani cizim antigendm. Prvni
(humoralni) zahrnuje protilatky, které jsou sekretovany B buiikami po aktivaci jejich
membranovych receptori (BCR) navazinim antigenu. Protilatky jsou solubilni proteiny,
cirkulujici v krvi a po setkani s antigenem jsou schopny se s nim specificky vazat. Druhy
mechanismus je reprezentovan T buitkami. T buiiky rozeznaji komplexy MHC molekul s
antigennimi peptidy a mohou zprostfedkovat riizné imunitni odpovédi vetné cytotoxické. V
pfipadg, Ze nadorové antigeny jsou intracelularni [37], peptidy pochdzejici z téchto antigent
jsou prezentovany pomoci MHC molekul na bunééném povrchu nadorovych bunék. V tomto

ptipadé T buiikami zprostfedkovana odpovéd’ je vyrazn&jsi nez odpovéd humoralni [38].

Do imunitni odpovédi proti nadorovym buiikdm mohou byt zapojeny v zdsadé viechny hlavni
imunitni mechanismy: nespecifické (neutrofilni granulocyty, aktivované makrofagy, NK
buiiky) i antigenn& specifické (protilaiky aktivujici komplement nebo zprostfedkuji reakci

ADCC, Thl, Th2 a Tc buiiky). Imunitni odpovéd’ véak neni dostacujici k odstranéni v3ech



nadorovych bun&k. Navic nadorové buiiky disponuji riznymi mechanismy, kterymi se mohou

imunit¢ vyhnout. VétSina mechanismli Gniku je analogickd s unikovymi mechanismy

infek&nich mikroorganismil. NejduleZit&j$i z nich jsou shrnuty v tabulce 1.

Tabulka 1: NejdileZitéj$i mechanismy iniku imunitnimu dozoru.

1.

Nadorové buiiky podléhaji zna¢né variabilité; mozZnost vzniku mutantich forem, které
ztratily nadorovy antigen.

2. Sni¥ena hustota exprese antigenii vede k tomu, Ze jsou buiiky imunitnim systémem
ignorovany.

3. Sialylace povrchu nadorovych bunék vede k zamaskovani nékterych epitopl antigeni.

4, Nadorové buiiky nefunguji jako profesiondlni APC, protoZze jim chybi kostimulacni
molekuly (CD80, CD86). Prekurzory Tc nebo Th, které na jejich povrchu rozeznavaji
nadorovy antigen, jsou proto utlumeny misto aktivovany.

5. Nekteré protinadorové latky maji paradoxné stimulaéni téinek ristu nadoru (mechanismus
neni dobfe zndm).

6. Né&které nadory produkuji faktory inaktivujici T lymfocyty.

7. Nékteré nadorové buiiky exprimuji na svém povrchu FasL. Pomoci této molekuly pak
mohou indukovat v protinadorovych T lymfocytech apoptozu.

8. Faktory produkované nékterymi nadory piimo inhibuji funkce nebo Zivotnost

dendritickych bunék. Patfi mezi n& oxid dusnaty, ktery indukuje apoptozu dendritickych
bungk, dale IL-10 a TGF-B inhibujici jejich zrani, nebo vaskulari endothelialni riistovy
faktor (VEGF), ktery plisobi inhibi¢né na prekurzory dendritickych bunék.

2.2 GENOVA TERAPIE NADORU

Genova terapie pouZiva pienos genetického materialu do pacientovych bunék a jejim cilem je

dodat geny s létebnymi G&inky. Tuto metodu lze vyuZit jak pro lé¢bu geneticky podminénych

chorob, tak pro 1é¢bu infekénich onemocnéni.

Intenzivni vyzkumy v oblasti genové terapie zadaly zhruba pied patnacti lety a b&hem

nasledujicich let byla provedena fada klinickych studii. Z nich se 70% tykalo genové terapie

nadorovych onemocnéni. Vzhledem ke komplexnimu charakteru tohoto onemocnéni se

k 16¢bé& nabizi vice strategii (Obr.1). V nejjednodussi podobé jde o nahrazeni genu (ktery je

poskozen nebo Gplné chybi) genem novym. Zavedeni nového genu pak vede k obnoveni

spravné funkce buiiky. VloZené geny mohou také zvysit obranyschopnost organismu. Této
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strategie vyuziva imunologicky pFistup. Nékteré geny mohou naopak po zavedeni do nadorové

buiiky zpGsobit jeji zanik, jak je tomu v pfipadé léEby pomoci molekularniho pfistupu.

2.2.1. Imunologicky pfistup

Imunologicky ptistup piedstavuje lé¢ebné postupy, zaloZené na indukci nebo zvySeni
protinadorov€ imunity. Ma své misto piedeviim v 1é¢b€ tzv. minimélni rezidudlni nemoci, tj.
po zdsadni redukci nadoru zakladni lé€bou (chirurgické odstran&ni, chemoterapie,
radioterapie). Vyuzivd pfitom predeviim  bunénou slozku pfirozené imunity.
V protinadorové terapii se role imunitniho systému a imunoterapie stala pfedmétem zkoumani

v poslednich padesati letech. V&t¥ina z t&chto postupil je zatim ve fazi klinickych pokusi.

2.2.1.1. ZlepSeni antigen prezentujici funkce nadorovych bunék

Jednfm z nejvice zkoumanych zpilisobl jak dosghnout zlepdeni antigen prezentujici funkce
nadorovych bunék je zavedeni genh pro imunostimulaéni molekuly (napf. CD80 nebo CD86)
nebo pro cytokiny (napf. IL-12). Tento typ vakcin patfi k prvnim experimentdlnim
protinadorovym vakcinam [32]. Geneticky modifikovana nadorova buiika je ,dovybavena® a
nese nejen svij vlastni (prvni) signal — peptidy pochézejici z TSA nebo TAA navazané na
MHC molekuly — ale i uméle zavedeny druhy signal, ptipadné i dalSi signaly. Tak se z

nadorové buiiky stane velice funk&ni antigen prezentujici burika.

Vyzkumy se zaméfily napf. na vneseni genu pro 1L-12. Tento cytokin vyvoldva imunitni
odpovéd’ aktivaci mnoha sloZek, pfedeviim cytotoxickych lymfocyti (Tc) a NK bunék. Bylo

napf. pozorovano Uiplné odhojeni adenokarcinomu u krys po zavedeni genu pro 1L-12 [1].
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Geneticky modifikované butiky 1ze ozéfit, aby se nemohly délit a in vitro kultivovats T
lymfocyty pacienta. Kultivaci se stimuluji nadorové specifické T buné&né klony, které po

vpraveni do organismu napadaji plivodni nadorové buriky [1].

2.2.1.2. Bunétné vakeiny

Dal$im ze zpiisobl 1é¢by je manipulace antigen prezentujicich bunék (APC). Nejcastéji se pro
vneseni genu pouZivaji dendritické bufiky, které jsou znamy jako nejicinnéj$i APC. Geny jsou
vneseny nejéastéji pomoci transfekce polynukleotidu nebo virové transdukce. Dendritické
buiky je mozZno téZ fuzovat sbuilkami nddorovymi. Zajimavym prikladem je vneseni
znamého TAA, a-fetoproteinu pfitomného v hepatomu nebo karcinomu tlustého stieva. Tyto
dendritické buiiky s vnesenym a-fetoproteinem (bun&éné vakciny) jsou schopné vyvolat
silnou imunitni odpovéd® [52]. Nevyhodou bun&nych vakcin je potieba bufiky pacientovi

odebrat, kultivovat je a po pFisluiné upravé vratit zpét do organismu.

2.2.1.3. Genové vakeiny

Posileni imunitni reakce mizZe byt také dosaZeno vakcinaci genem koédujicim dany antigen.
Jestlize je gen vpraven pomoci subkutanni nebo intramuskuldrni injekce, vstupuje DNA
v daném misté do buné&k (fibroblastii nebo myocyti), které pak mohou produkovat antigen.
Antigen prezentujici bufiky tento antigen zachyti a migruji s nim do lymfatickych orgéani, kde
je vyvolana imunitni reakce [43]. Pravé tato genova vakcinace byla pouZita pfi terapii akutni

promyelocytarni leukémie v experimentalnim modelu popsaném v této rigordzni praci.
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2.2.2. Molekularni pfistup

Tento pistup se vét§inou pouziva v kombinaci se zékladni Ié€bou, pfedeviim chemoterapii.
Hlavni roli ve vzniku nddorového onemocnéni hraji onkogeny (riist stimulujici) a tumor
supresorové (rlist tlumici) geny. V 1€&b& molekuldrnim pfistupem jsou uZivany bud’ tumor
supresorové geny nebo antionkogeny, tj. oligonukleotidy, které se vazou na onkogeny a
naslednZ je inhibuji. Cilem je vyvolat v nadorové buiice zastaveni bunétného cyklu nebo

dokonce jeji apoptosu. Dal$im molekularnim pfistupem je pouZiti sebevrazednych gend.

2.2.2.1. Tumor supresorové geny

Jde o geny indukujici zastaveni bun&tného cyklu a apoptosu malignich bunék. Hlavnim
zastupcem této skupiny je gen p53. Protein p53 zasahuje do biologickych procesii rliznych
faktordi, které reguluji bun&ny riist a diferenciaci, jako napiiklad Bcl-2, kaspazy a podobné
[46].

Mutace genu p53 byla nalezena ve vice nez 40% testovanych nadora [16]. PfestoZe
nemutovany p53 gen (wt p53) patéi do rodiny tumor supresorovych geni, nékteré jeho
mutantni formy funguji jako onkogeny [31]. Proto Gspésna transfekce wt p53 do nadorovych
bunék miZe mit terapeuticky ucinek. Bylo prokézano, Ze p53 gen vyvoldva apoptosu a
zastaveni bunééného cyklu vbunéénych kulturach {44, 45]. Podobné¢ in vivo v

experimentalnich modelech zavedeni p53 vedlo k regresi nadoru [13].

p53 gen byl pouzit i v klinickych studiich. Pfenos p53 pomoci adenoviru pfimo do nadoru
pacienta s rakovinou plic vedlo u 64% pacientil ke stabilizaci nemoci a u dvou z dvaceti osmi
pacient doglo dokonce k vice nez 50% redukci plicniho nadoru [48]. Kombinace této genoveé
terapie s chemoterapii (cisplatina) nebo ozafenim vedia jesté k daleko lep3im terapeutickym
vysledkidm. V piipadé kombinace p53 genové lécby a ozafeni doslo dokonce u 63% pacientd

k dplnému vymizeni plicniho nadoru [49].
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2.2.2.2. Antionkogeny

Tento piistup pouZiva oligonukleotidy (segmenty molekul nukleovych kyselin) obsahujici
nukleotidy komplementarni ke genu, ktery je tieba inhibovat. Potla¢enim onkogent pomoci
téchto oligonukleotidii lze zamezit zhoubnému mnoZeni buriky. Aktivita onkogenu mize byt

ovlivnéna na urovni RNA (antisense oligonukleotidy) nebo DNA (antigene oligonukleotidy).

Antisense oligonukleotidy se vaZou na mRNA pomoci Watson-Crickova péarovani bazi a
inhibuji tak translaéni fazi syntézy peptidového fetézce. Jednim znejvice studovanych
onkogenii je gen pro Bcl-2. Bcel-2 inhibuje apoptosu a jeho zvy3end exprese zpiisobuje téZ
rezistenci vii¢i radioterapii a chemoterapii. Exprese genu pro Bcl-2 byla in vitro vyrazné
sniZena po ptidani komplementarniho antisense oligonukleotidu G3139. Intravenozni infuze
tohoto oligonukleotidu u pacientd se solidnimi nadory v8ak neméla vyrazny lé€ebny efekt. Je
zajimavé podotknout, Ze u pacientl s leukemii bylo dosaZeno nad&jnych vysledki, kdyz byl
tento antisense oligonukleotid pouZit v kombinaci s radioterapii nebo chemoterapii
{(karboplatinou) [35].

Antigene oligonukleotidy se vazou na DNA pres vodikové mistky a tvoii tak nefunkéni
triplex. V tomto ptipadé je genova exprese blokovana ve fazi transkripce. Na rozdil od
antisense oligonukleotidii maji antigene oligonukleotidy mensi podet cilovych struktur v dané
bufice, pouze dvé v pfipadé DNA oproti stovkam aZ tisicim molekul mRNA. Sou¢asné pouziti
vice neZ jednoho antigene oligonukleotidu mutZe vést k synergnimu efektu. Studie [14]
ukézala, 7¢ pouZiti c-myc a HER/neu antigene nukleotidi mélo vy3si (80%) ucinek na inhibici
riistu nadorovych bungk vajeéniku v porovnani s i¢inkem ziskanym pfi pouziti pouze jednoho
z nich (60%).

2.2.2.3. SebevraZedné geny

Po vneseni sebevrazedného genu do nadorovych bunék vytvafi tento gen produkt, nejastéji



enzym, ktery ma schopnost pfeménit netoxickou latku (prodrug) na latku vysoce toxickou.
Pfeména podaného Iéku (prodrug) probéhne v mist& setkdni s enzymem, tj. v nadorové buiice
a vysledkem je usmrceni této builky. Jednim z nejvice probadanych systémii sebevrazedny

gen/prodrug je systém herpes simplex virus thymidinkiniza (HSV-tk)/gancyklovir(GCV).

Utinek sebevrazednych genii je posilen tim, %e cytotoxické metabolity nékdy zasdhnou i
okolni niadorové buiiky, do nichZz nebyl tento gen zabudovan. Tyto metabolity se do okolnich
nadorovych bunék dostanou pomoci gap junctions (cylindrické struktury v bunééné
membring, spojujici cytoplasmu sousedicich bun&k) nebo pomoci apoptickych télisek (ktera
jsou fagocytovana okolnimi buitkami) [50]. Stejnym mechanismem miiZze v3ak dojit i k
poskozeni zdravych tkani. Takové poskozeni bylo pozorovano u krys pfi 1€¢b¢ jaterniho
karcinomu systémem HSV-tk/GCV [7].

2.2.2.4. Dalsi molekularni pFistupy

Riist nadorové tkané je spojen s angiogenezi, zajistujici jeji vyZivu. Zasahem do tohoto
procesu je mozné docilit terapeutickych vysledkd. Anti-angiogenni terapie nejCastéji zahrnuje
inhibici angiogennich faktorti (VEGF-vascular endothelial growth factor, angiopoetin) nebo
pouZiti angiogennich inhibitorti {angiostatin, endostatin, IL-12 a p53). U mys3i bylo prokazano
zpomaleni riistu hepatocelularniho karcinomu, které korelovalo s procentem bunék
exprimujicich gen pro angiostatin [23]. Hlavni vyhodou tohoto lé¢ebného postupu je snadna

pristupnost bunék cévniho endothelu a moZnost aplikace u riznych typt nadoru.

Dalsi moZna létba se tykd sniZeni toxicity (vyvolani myelosuprese) latek uZivanych pfi
chemoterapii. Toho lze dosdhnout zavedenim genu pro mnohonasobnou lékovou rezistenci
(gen MDR-1) do hematopoetickych kmenovych bungk. Tento gen kdduje glykoprotein P,
bunéiny membranovy transportér duleZity pro vylucovani vétsiny hydrofilnich i amfifilnich

latek z buiiky. Pfitomnost tohoto transportéru snizi toxicitu b&zné pouZivanych cytostatik.
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2.3. GENOVA VAKCINA

Od genové vakeiny se odekava vyvolani specifickych imunitnich reakei (Tc bungk, protilatek
atd.). Jeji schopnost navodit celularni i humoralni odpovéd’ miZe byt uZita proti nadoram, ale i
pfi 1é&eni infekéniho onemocnéni, alergie nebo autoimunitnich chorob. Genové vakeiny maji
oproti jinym typim vakcin nasledujici vyhody: nenf tieba ¢asové a finan¢n& ndrogna piprava
antigenu, staéi pouze pfipravit gen, ktery dany antigen kéduje. U vSech genovych vakcin je
viak nutné najit zpisob, jak vhodné vpravit potfebné mnoZstvi specifického genu ptimo do
organismu. Navic je tieba brat v Gvahu :

l. vybér vhodného antigenniho podnétu schopného vyvolat imunitni reakei

2. trvani a rozsah exposice antigenu imunitnimu systému pifjemce, tzn. uréit davku a
schema podavani a uréit vhodny vektor

3. pouziti adjuvantnich slozek

2.3.1. Genova protinadorova vakcina

Nejjednodussim piistupem je podat pacientovi piimo rekombinanini vektor kodujici nadorovy
antigen (transgen). Zamérem je vyvolat expresi transgenu v buiikich pacienta, tj. syntézu
antigenu a eventuelng i dalSich kostimulanich faktorti. To by teoreticky mélo vyvolat
specifickou imunitni reakci podobnou silné imunitni odpovédi pfi napadeni organismu

b&Znymi virovymi nebo bakterialnimi antigeny.

U protinadorovych vakein hraje dileZitou roli, zda produkt daného transgenu bude bufikami
sekretovan, exprimovan na bun&&ném povrchu nebo zda bude mit intracelularni charakter.
Napt. vakcina od které se otekava prevazng humoralni odpovéd je pouZitelnd pro antigeny
exprimované na povrchu nadorovych bungk (napi. Her2/neu/erbB2). Protilatky maji totiz
schopnost rozpoznat antigeny v jejich nativni form&. Oproti tomu vakeiny namifené proti
intracelularnim antigendm (jako napt. PML-RAR«) by mély navic vyvolat silnou bun&nou

imunitni odpovéd’ zaloZenou na Tc lymfocytech.

19



Ke konstrukci genovych vakcin se vyuZiva rekombinantni DNA technologie. Genova vakcina
je vlastn& chimericky gen ktery obsahuje nékteré z uvedenych sekvenci:

(i) sekvenci kodujici imunogenni &ast nadorového antigenu, (ii) sekvenci pochazejici
z imunogenni varianty nadorového antigenu (iii) sekvence nadorového antigenu navazaného
na sekvenci silné imunogenniho peptidu, pochazejiciho z jiného proteinu nebo (iv) sekvence
nadorového antigenu navazaného na sekvenci ligandu specifického pro dany receptor
Zvydujici prezentaci v APC [18]. Je dulezité ptipomenout Ze vektor ma potencidlng téz

schopnost vyvolat imunitni odpovéd’ ve vakcinovaném jedinci. [10].

2.3.2. Vektory

Existuji dva odlisné pfistupy ke vpraveni transgenii do bunék. Prvni pfedstavuji metody
fyzikalni a chemické, kdy dochazi k prenosu genil bez pouZiti vektoru. Mezi hojné€ pouzivané
fyzikalni postupy patéi mikroinjekce, elektroporace (zvySeni prostupnosti membrany
elektrickymi impulsy) a tzv. biobalistika, zaloZena na vstfelovani DNA pomoci tzv. genové
pistole. Druhym pfistupem je pouZiti vektor(, tj. polynukleotidi do kterych je zatlenén gen
nadi volby. Pfevazna vétiina klinickych studii, které prob&hly nebo probihaji je zaloZena na

virovych vektorech. Hlavnim kriteriem pfi jejich vybéru je bezpe€nost.

2.3.2.1. Polynukleotidové vektory

Od prvni zpravy o polynukleotidové vakeiné [55] bylo jiz publikovano mnoho praci, které
prokazaly u&innost plasmidové DNA, mRNA nebo virové DNA/RNA kodujici cilovy antigen.
Pokusy probihaly na zvifecich modelech a polynukleotidové injekce byly aplikovany
intramuskuldrng, intradermalng, subkutann€ nebo na sliznice (nosni, gastrointestinalni,
vaginalni) [18]. Bezpetnost polynukleotidovych vakcin byla prokazdna n€kolika klinickymi
studiemi [9,30]. Ukinnost miZe byt dile zvy$ena enkapsulaci polynukleotidu nebo jeho

konjugaci s fadou biokompatibilnich polymeri.. Relativni jednoduchost konstrukce
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polynukieotidovych vakcin ptispéla velkou m&rou k jejich uZiti jako vektord v preklinickych i
klinickych studiich a to p¥edevsim tam, kde bylo tfeba pouZit antigen pozmé&nény genovou

manipulaci za U¢elem zesileni imunitni reakce proti nadoru.

2.3.2.2. Virové vektory

Oslabené Zivé virové vakciny jsou O¢inné u infekénich onemocnéni, pfikladem mohou byt
nestovice nebo obrna. Hlavnim principem je, Ze tyto vakciny napodobuji skutenou virovou
infekei. Pfijmuti viru a exprese genu buiikami pacienta stimuluje vrozenou i ziskanou imunitni
odpov&d’ véetné antigen specifickych protilatek a bun&éné Tc reakce. Tyto vlastnosti délaji
z rekombinantich virl vysoce atraktivni genové vektory pro protinddorové vakciny. Rada

z nich jiz prosla klinickymi studiemi.

Hlavnim kriteriem pro vybér virového vektoru je jeho minimalni intrinsic patogenita, tzn. Ze
vektor nevyvoldvd onemocnéni a neni pinosny na jiné jedince. Toho je vétsinou dosaZeno
pouzitim defektniho viru, ktery v pfijemci neni schopen replikace. Uginnost vakeiny je u
zdravych jedinc podpofena silnou imunitni reakci na virus. Pacienti v pokroCilém
stadiu nadorového onemocnéni viak takové reakce schopni nejsou. K nejéast€ji pouzivanym
virovym vektorlim patéi viry nedtovic (kmen kravskych a dribezich nestovic), adenoviry,

adeno-asociované viry a chiipkové viry {20, 56].

Vaccinia virus (virus kravskych nestovic uZivany ve vakcinch proti nedtovicim) je povaZovén
za pomé&mé bezpe&ny a byl jednim z prvnich viri pouzitych jako vektor pro protinadorové
vakeiny. Od rutinni vakcinace proti nedtovicim bylo ve vétSing vyspélych zemi upusténo mezi
lety 1970-1980, piedevsim protoZe onemocnéni bylo eradikovano. V roce 2003 vakcinu
obdrzelo velké mnoZstvi pracovnikd ve zdravotnictvi a v armadé USA. Vyskytly se a byly
dokumentovany piipady patogenity viru, véetné prenosu infekce z osoby na osobu [47].

Uvedeny ptiklad ukazuje na nebezpe&nost virovych vakein, povaZovanych za nepatogenni.
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Kromé bezpednosti je u virovych vektord pouzivanych pro genové vakciny dilezité brat v
ovahu néktera daldi kriteria. Virus by mél v organismu infikovat ty buiky, které zaru¢i
imunitni reakci (napf. antigen prezentujici buiiky). Pokud virus nema vrozenou schopnost
infikovat tyto buriky, Ize toho nékdy dosahnout vhodnym vybérem davky, zpisobu a schematu

podéni. V jinych pfipadech je moZné vhodné& vektor orientovat ipravou rekombinantniho viru.

Téz by méla byt brana v Gvahu moZnost preexistence protilatek a aktivace T bungk, véetné
reaktivace ziskané imunitni odpovédi proti vektoru. To mizZe byt problém nejcastéji u vektort
zaloZenych na virech b&znych lidskych infekci (napf. wt adenovirus serotyp 5), ale také u vird,
které vyvolavaji silnou primami imunitni odpov&d’, protoze efektivni protinidorova vakcina
vét$inou vyZaduje opakované podavani [20, 56]. V piipadé, Ze imunitni odpovéd’ je natolik
silna, e zabrani infekci bunék vektorem, nebo pfedéasné eliminuje buiiky rychle exprimujici
virové antigeny, je G&innost vakciny znain& sniZena. Pomoci vhodné zvolené davky a

schematu aplikace se nékdy Ize témto problémGm vyhnout.

Casovy priibéh a trvani exprese transgenu hostitelskymi bufikami mé vliv na silu a charakter
imunitni odpovédi na virovy antigen. A&koliv se v soudasnosti zda, Ze nejvyhodngjsi pro
vyvolani protinidorové imunity je silnd exprese antigenu, pro koneiny zavér je tfeba vice

experimentélnich dat.

V soucasné dobg se zvaZuje zavedeni protinddorovych vakcin do praxe hlavné u t€ch nador,
které maji dobfe definované nadorové antigeny a u kterych byly ziskany geny, které takove
antigeny koduji. Mezi nimi jsou na prvnich mistech nadory virového puvodu, protoZe
produkty virovych onkogenidl, jimZz se fika virové onkoproteiny, jsou podrobné
prozkoumanymi a snadno zasaZitelnymi teréi imunitnich reakci. Jedny z nejpovzbudivéjiich
vysledkd vysly napfiklad z klinickych pokusii s vakcinou pouZivajici virové astice HPV typu
16 (lidsky papiloma virus typu 16) [25]. HPV 16 je virus asociovany s vyskytem rakoviny

délozniho kréku u Zen.
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2.4. EXPERIMENTALNI MODEL

Béhem mého pobytu ve Francii jsem p¥i pFipravé diplomové prace méla prilezitost se seznamit
s projekiem ktery v této dobé probihal v hostujici laboratoFi. Slo o pouiti experimentdlnio
modelu akutni promyelocytdrni leukemie pro vypracovadni inovacniho terapeutického postupu

vyuzivajiciho genové vakciny.
2.4.1. Akutni myeloidni leukemie

Akutni myeloidni leukemie (AML) je nemoc, kterd vznikd maligni transformaci kmenové
hematopoetické buiiky. Ta se diferencuje v myeloidni nebo myelomonocytérni blasty, méné
¢asto blasty erytroidni nebo megakaryocytarni. Pro buiiky akutni leukemie je typicka zastava
diferenciace na Grovni blastii. Proliferace blastd se vymyka fyziologické autoregulaci a jejich
akumulace pak potla¢i fyziologickou krvetvorbu a zplisobi anemii, granulocytopenii a
trombocytopenii. Vyvoj choroby je vétdinou velmi rychly. Klinické pfiznaky AML jsou
nespecifické a jsou obvykle zpiisobeny nedostate¢nou fyziologickou krvetvorbou. Patfi mezi
né: malatnost a Unava, bledost kiize (anemie), zvySena Cetnost infekei. Typické jsou zanéty v
oblasti hornich cest dychacich, stomatitidy a anginy nereagujici na antibiotika nebot’ je
defektni nespecifickd imunita (granulocytopenie). Casté jsou téZ projevy hemorrhagické

diatezy, petechie a ekchymozy (trombocytopenie).

AML pfedstavuje ptiblizné 2-4% vSech malignich tumord. Incidence je 2 az 3/100 000
obyvatel Incidence se zvySuje ve vy$§im véku, ve skupin® nad 65 let je incidence 15-17/100

000 obyvatel.

Etiologie AML neni zcela jasna. Mensi &ast piipadt souvisi s genetickou predispozici nebo s
expozici a¢inku kancerogeni. K nejnebezpecnéj$im kancerogeniim patii naptiklad alkyla¢ni
cytostatika, organickd rozpoustédla typu benzenu ¢i toluenu a ionizatni zafeni. Leukemie

které vznikly pod viivem uvedenych kancerogeni se obvykle vyvijeji cestou



myelodysplastického syndromu. Mivaji typické chromozomalni zmény, napfiklad deleci Casti
chromozomu 5 a 7 a nebo anomalii dlouhého raménka chromozomu 11. I u akutnich
myeloidnich leukemii vzniklych bez kontaktu se znamymi kancerogeny jsou ve vét3ing
pFipadi prokazatelné chromozomalni zmény. Obvyklé jsou vyrovnané translokace Gseki
obsahujicich geny pro transkripéni faktory. S tim je spojena deregulace vyvoje kmenové
krvetvorné buiiky a vznik jednotlivych dale definovanych (tabulka 2) bun&nych typi
akutnich leukemii. Cytogenetické vySetfeni je diileZité nejen pro upfesnéni diagnosy, ale i pro
stanoveni prognozy. Vzhledem k tomu, e cytogenetické zmény (zce souvisi s biologickym
priibéhem nemoci, jsou vysledky cytogenetického vysetieni brany v Gvahu pfi rozhodovani o

mife agresivity 1é¢by.

Diagnostiku akutni leukemie je moZno stanovit uZ na zikladé vy3etieni diferencianiho
krevniho obrazu. Pro diagnostiku akutni leukemie mluvi pfitomnost blastii v diferencidlnim
krevnim obraze dosahujici > 5% celkového pocétu jadernych bun€k. Déle jsou pFitomny
necetné vyzralé granulocyty. U AML nejsou pfitomna vyvojové stadia granulocyti. Samotny
pocet leukocytil v periferni krvi neni diagnosticky. Obvykle byva zvy3eny, miize viak byt i
normalni & dokonce sniZzeny. V myelogramu Ize diagnozu akutni leukemie potvrdit ndlezem >
30% blasti nebo soudtem blast a promyelocytd > 50%. K definitivnimu stanoveni diagnosy
AML je nutné vySetfeni kostni dfen&. Typ leukemie lze upfesnit pomoci specidlnich

cytochemickych barveni.

Pies pribyvajici mnoZstvi identifikujicich genetickych a molekularnich znakd je stale
pouzivana klasifikace [2, 53], zaloZena pfedeviim na morfologickém hodoceni myelogramu a
diferencialniho krevniho obrazu. Tato vysetieni se dopliinji specialnim cytochemickym
barvenim myelogramu a natéru periferni krve. Tato klasifikace definuje typy MO az M7
(tabulka 2).
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Tab.2: Morfologick4 klasifikace akutnich myeloidnich leukemii dle FAB klasifikace a jejich
asociace se specifickymi chromozomélnimi a dal$imi znaky. Pevzato z Benett et al.[2]

FAB Morfologie Cytogenetika | Dalsi znaky
subtyp
MO nediferencované blasty t(3; 21) myeloidni imunofenotyp
(926; q22)
Mi nediferencované
myeloblasty
‘M2 diferencované myeloblasty | £(8; 21) Auerovy tycky
(922; 922)
M3 hypergranularni t(15; 17) Auerovy tycky
promyelocyty {q22; q11-12)
M3 mikrogranularni t(5; 17) abnormalni eosinofilie
variant promyelocyty (922; q11-12)
M4 myelomonocytarni
M4 eozin. | myelomonocytami s t/inv. (16)
eozinofilii (p13;q22)
MS5a monoblasty
M5b promonocytarni- (9 1) a jiné translokace
monocytarni (p21-22; q23) | (11;923)
M6 erytroblasty exprese glykoforinu A
M7 megakaryoblasty desti¢kovy a megakaryocytamni

imunofenotyp
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Lécba AML ma dvé hlavni faze:

Indukéni faze. Jejim cilem je navodit (indukovat) kompletni remisi nemoci, to znamena
zmendit leukemickou populaci aZz pod hranici morfologického stanoveni a dosahnout
regenerace fyziologické krvetvorby a normalizace krevniho obrazu.

Postremisni faze. Jejim cilem je znideni zbytkové (residudlni) nemoci a snaha o vyléfeni. Do
této postremisni 1é¢by lze zafadit nékolik odlinych postupd. Obecné je lze nazvat
"konsolidaéni 1é¢ba", coZ je intenzivni chemoterapie, pfipadné vysokodavkovani
chemoterapie s autologni nebo alogenni transplantaci kostni diené nebo kmenovych
krvetvornych bunék ziskanych z periferni krve a nékdy malo toxicka dlouhodoba udrzovaci

chemoterapie.

2.4.2. Akutni promyelocytarni leukémie

Akutni promyelocytami leukemie (APL) se fadi mezi AML (AML-M3). Jde o pomérné
vzacny typ leukemie, incidence v Evropé je 1/100 000 obyvatel. Napiiklad v roce 2000
zemtelo 35 000 evropskych obyvatel na tuto nemoc. DilleZitym diagnostickym znakem je pro
APL charakteristicka chromozomalni zména - translokace t(15,17), ktera je pfitomna téméf u

viech pfipadd APL a u jinych ptipadii malignit se nevyskytuje.

APL je charakiteristicka téZ dramatickym zaCatkem. Jeji buiiky uvoliiuji aktivatory koagulace,
proto je tento typ leukemie spojen srychlym rozvojem konzumpéni koagulopatie a
diseminovanou intravaskularni koagulaci, Casto jiZ% v priibshu stanoveni diagnosy miize dojit
ke smrtelnému krvaceni.Typickym pacientem s APL je obvykle osoba mlad$i nez u ostatnich
AML, s mnoha hemaiomy a silnym krvacenim v diisledku spotfeby koagula¢nich faktori a
trombocytd. Tyto zmény mohou byt n&kdy dokonce zhor3eny a urychleny lé¢bou. Jestlize se
viak krvaceni podafi zamezit a pacient pfeZije prvni kritickou fazi, maji pacienti s APL lepsi

dlouhodobou prognosu neZ pacienti s jinymi subtypy AML (Obr. 2).
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Zvlastnosti APL je téZ jeji lé&itelnost farmakologickymi dévkami retinoidii. Huang et al. [22]
zjistili, ze podavani retinoid (all-trans retinoic acid-ATRA) ma u APL pacienti schopnost
indukovat v malignich buiikiéch obnoveni diferenciaéniho procesu a vede k remisi. Bylo
prokazano [12] Ze translokace t(15,17) je vysledkem transpozice genu kédujiciho o receptor
pro kyselinu retinovou (RARa) pochazejiciho z chromozomu 15 na chromosom 17 do mista,
kde se nachazi gen kodujici PML (jaderny fosfoprotein, transkripéni faktor). Tato transpozice
vede k vytvoieni fuzniho genu PML-RAR« jeho transkripéni produkt byl identifikovan [12].

Transpozici vyvoland zména ve struktufe RAR« je ziejmé zodpovédna za zastavu diferenciace

100

remise (%)

80

60

AML-M3 (n = 17)

410

20

OSTATNI (n = 126)

3 -] a9 12 15 18

(roky)

Obr.2: Porovnani délky remise u pacienti s AML-M3 a u pacienti s jinymi subtypy AML.

Uvedené vysledky se tykaji pacientil z nemocnice St.Bartholomew’s Hospital, Velka Britanie.
Pfevzato z Henderson et al. [19].
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a nasledny vyvoj leukemie. Exprese PML-RARa myeolidnich prekursorech zpiisobuje
zvyS$enou citlivost na kyselinu all-trans retinovou. Vyzkumy [8] prokazaly, Ze ipIné remise u
APL lze dosdhnout pomoci samotné kyseliny all-trans retinové (ATRA) nebo v kombinaci
s chemoterapii. ATRA pisobi jako induktor diferenciace bunék a navic zlepduje akutni
koagulopatii u 90% pacientti s APL [8]. Ma schopnost interagovat s hemostatickym systémem,
napfiklad zvySuje mnoZstvi mRNA kodujici receptor pro trombin a tudiZ i jeho syntézu a
expresi na povrchu endothelidlnich bungk {21]. Retinoidy jsou znamy jako adjuvantia,
orientujici T lymfocytarni odpovéd’ smérem k Th2 lymfocytim. Podporuji tedy piedevsim
humoralni odpovéd’ [24].

V soudasnosti se k l1éébé APL pouzivdi ATRA nebo ATRA v kombinaci s chemoterapii,
arsenem (As;O3) nebo transplantaci kostni dfené. | pfes vyznamné prodlouzeni doby pieziti
pomoci uvedené lééby vzacné dojde k Gpinému vyléeni coz zdlivodiiuje snahu o hledani
novych komplementarnich pfistupii. Jednou z moZnosti je stimulace imunitniho systému

pacientll v remisi.

2.4.3. Transgenni model

V laboratofi J.M. Bishopa [5] byly za ¢elem vypracovani experimentalniho modelu pro
studium APL pfipraveny transgenni mysi exprimujici PML-RARa onkogen. K piipravé téchto
transgennich mysi byla pfipravena genova konstrukce, ktera je tvofena fragmentem cDNA
kodujicim lidsky PML-RARa [40]. Tento fragment cDNA je pod kontrolou promotoru
pochézejiciho z genu kodujiciho lidsky MRP8 [26], zajistujiciho tkanové specifickou expresi
(myeloidni buriky) daného transgenu. K ptipravé transgennich mysi byly pouzity mysi
pochazejici z inbredniho kmene FVB/N a bylo ziskano devét transgennich linii. Studium
exprese ukdzalo, ze PML-RARa je exprimovan v granulocytech u osmi z deviti studovanych
linii. Z detailnich studii je vidét, Ze u mladych jedinct z téchto osmi linii blokuje PML-RARa
maturaci neutrofilli. Autofi nazvali tento stav jako preleukemicky. U 3esti linif byl nasledné

sledovan vyskyt APL a incidence APL u téchto transgennich my3i byla 106 az 40%
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studovanych jedinci. Leukemické my$i mély zvySenou krvacivost, nékolik z nich bylo
dokonce spontann& hemorrhagickych. U n&kterych byly nalezeny fibrinové tromby v plicnich
cévach. V periferni krvi byla pozorovéna anemie a trombocytopenie bez zvy3eni poctu
leukocytli. Hemorrhagicka diateza v pfitomnosti normélniho nebo dokonce sniZeného poctu
lymfocytd je typickd téZ pro lidskou APL. Leukemické mySi maji lymfadenopatii a
hepatosplenomegalii a morfologicky maji jejich leukemické buiiky promyelocytarni charakter.
Podobné jako u lidské APL se my3i leukemické burky silné barvi sudanskou &erni B, ktera
indikuje  pfitomnost  myeloperoxidizy v  primamich  granulich  bunék v
promyelocytari/granulocytarni linii. Autofi [5] jasné prokazali, Ze transgenni my3i vyvinuly

APL.

V laboratofi J.M. Grisolana [17] byl za stejnym 0¢elem vypracovan obdobny my3i model
exprimujici transgen PML-RARa. Grisolano et al. pouzili genovou konstrukei, ktera je
tvofena fragmentem cDNA koédujicim PML-RARa. Tento fragment byl dan pod kontrolu
genovych sekvenci, zajistujicich specifickou expresi hCG. Gen hCG kéduje enzym (cathepsin
G) obsazeny vyluéné v azurofilnich granulich promyelocyti. Tim bylo dosaZzeno toho, Ze
PML-RARa je exprimovan pouze v myeloidnich buiikich. Bylo vytvofeno osm stabilnich
linii, obsahujicich riizné polty kopii PML-RARa transgenu. Studium exprese ukazalo, Ze
PML-RARa je exprimovan (méfitelné hodnoty) u Sesti z osmi linii. Z dal3ich studii je vidét,
ze podobn& jako u modelu vytvofeného v laboratofi J.M. Bishopa, mé&ly my3i z téchto Sesti
linii zvy$ené polty promyelocytl ve slezin€. Zhruba 15-20% jedincu vyvinulo po delSim
obdobi latence (6-18 mésicli) APL, leukemické my%i mély hepatosplenomegalii a zvy3$ené
mnoZstvi promyelocytd ve slezing, kostni dfeni a periferni krvi. U t&chto mySsi nebyla
pozorovana intravaskulami koagulace a hemorrhagicka diateza, typicka pro lidskou APL.
Davodem miiZze byt, Ze myS$i byly zabity jiz pti prvnich klinickych pfiznacich. Koagula¢ni

faktory nebyly méteny.

Analyza exprese transgenu u pacientl s t(15;17) ukazala, ze prakticky ve viech ptipadech je

exprimovén transgen PML-RARa a u 70-80% pacientlt se vyskytuje téZ detekovatelné
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mnoZstvi RARa-PML mRNA [41]. V laboratofi J.M. Grisolana [42] byly obdobnym
zpsobem jako mysi transgenni pro PML-RARa pripraveny t€Z mysi exprimujici transgen
vznikly reciprokou fiizi - RARa-PML pod kontrolou sekvence hCG (specificka exprese
v myeloidnich buiikach). U téchto zvifat nejsou pfitomny zmény ve vyvoji myeloidnich
bung&k. Pokud jsou vSak v myeloidnich buiikich exprimovany oba transgeny, je
pravdépodobnost vzniku APL vy$§i. U jedincii s obéma transgeny vyvinulo APL 57% mys3i.
Linie my3i transgenich pro PML-RAR« i linie transgeni pro RARa-PML byly udrZovény
kfizenim téchto F1 transgennich zvifat s B6C3H linii. Linie exprimujici oba transgeny pak
vznikla kiiZzenim jedné PML-RAR« linie se dvéma RARa-PML liniemi. Zvitata byla kiiZena,
dokud nevzniklo alespoii 25 jedinct od kaZdého genotypu (wt, RARa-PML, PML-RARa,
RARa-PML/PML-RARa).

2.4.4. Transplantaéni model

Leukemické bufiky pochazejici z transgennich my$i z laboratofe J.M. Bishopa byly dile
transplantovany do syngennich (FVB/N) jedinci s cilem prokazat maligni charakter myeloidni
leukemie. K transplantaci byly pouzity buiiky izolované z kostni diené nebo slezin
leukemickych darci a byly aplikovany intravenozné. Tii aZ pét tydnu po transplantaci
vyvinulo leukemii 100% pi{jemcd [5]. Klinicky a patologicky charakter této leukemie byl
velmi podobny charakteru nemoci darci a morfologické a cytometrické analyzy leukemickych
bunék byly identické s vysledky analyzy bunék darch. Tento transplantatni model byl pouZit

patiZské laboratofi.

Téz u leukemickych bunék pochézejicich z dvojité transgennich mysi (PML-RARa X RARa-
PML) bylo prokizano, Ze po pfenosu do syngennich jedincti (B6C3H) vyvolaji APL [42].
K transplantaci byly pouzity splenocyty leukemickych my3i a byly aplikovany
intraperitonealné. P¥i{jemci onemocnéli do 45-100 dni a vyvinuli APL podle vy3e uvedenych
kriterii. Tento model pouZila washingtonska laboratof, jejiz vysledky dale srovnavam

s vysledky z PafiZe.
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Bylo nutné téZ prokézat, Ze mysi APL je citlivé, podobné jako lidské APL na 1é¢bu ATRA. In
vitro pokusy vobou pfipadech ukazaly [5, 17], Ze leukemické buiiky pochazejici z
transgennich my3i jsou citlivé (dochazi k diferenciaci) na ATRA. Pii pokusech in vivo [5]
byly syngennim mysim (FVB/N) transplantovany leukemické buiiky. Mysi byly rozdéleny do
dvou skupin, jedné skuping bylo podano placebo, druha skupina byla Ié¢ena ATRA. 28 dni po
transplantaci leukemickych bun&k byl mezi skupinami viditelny rozdil. U usmrcenych mysi ze
skupiny ktera dostala placebo bylo nalezeno vysoké procento leukemickych bun¢k ve slezing a
kostni dieni. Zbyvajici jedinci z této skupiny poté do nékolika dni zemfeli. Naproti tomu u
usmrcenych mysi 1é&enych ATRA nebyly 28. den nalezeny leukemické buiiky a ostatni jedinci

z této skupiny prezili az 7 mésici.

Uvedené vysledky prokazaly, Ze oba experimentilni modely APL se v hlavnich rysech
shoduji s lidskou APL. Modely jsou velice uZitetné pro molekuldrni studie APL patogeneze a

pro preklinické studie a¢inku ATRA i jinych inovalnich terapii.

2.5. CiL PRACE

V poslednim roce studia se mi naskytla pfileZitost pobytu v pafizské laboratofi
(Immunogénétique de la souris, Institut Universitaire d'Hématologie, Université¢ Paris VII-
Denis Diderot, Hopital Saint-Louis - Dr. Marika Pla) za i¢elem vypracovani diplomové prace.
Vzhledem k tomu Ze 3lo pouze o Zestimé&si¢ni pobyt, byl mi svéfen kratkodoby ukol. V
laboratofi sou¢asné probihal dlouhodoby projekt tykajici se 1é&by akuini promyelocytarni
leukemie pomoci DNA vakciny, ktery mé zaujal. Méla jsem moZnost alespofi po dobu
nékolika mésicii pozorovat jeho vyvoj a s laboratofi jsem poté ziistala v kontaktu, proto jsem

velmi uvitala moZnost vypracovat na toto téma rigorozni praci.
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Cilem projektu bylo:

e zjistit, zda je moZné stimulovat imunitn{ reakci u mySiho modelu APL pomoci DNA

vakciny

e najit zplisob jak zabranit relapsu onemocn&ni —tj. vytvofit model klinick€ situace a zjistit,
zda by podani DNA kédujici protein PML-RARw (vakciny) mohlo slouZit k pedani

pacientiim v remisi

e pokusit se popsat mechanismy stimulace imunity vakcinou

e vzhledem k tomu, Ze védeck4 skupina z Washington University School of Medicine
publikovala Elanek ktery si klad] podobné cile, rozhodla jsem se vysledky pafizské a

washingtonské laboratofe srovnat
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3. MATERIAL A METODY
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3.1. MATERIAL

3.1.1. Mysi

My3i kmene FVB/N byly chovany ve zvifetniku hostujici laboratofe (Immunogénétique de la
souris, Institut Universitaire d'Hématologie, Université Paris VIi-Denis Diderot, Hopital Saint-

Louis, Paris). Ve vétiné pokusii byli pouZiti samci i samic¢ky ve véku 6-8 tydnu.

3.1.2. Protilatky

Pouzité pfi detekci anti-PML/RARa protilatek metodou ELISA :

K detekci mys3ich protilitek metodou ELISA byl pouZit jako antigen purifikovany

rekombinantni GST-RARa. protein, ktery byl pfipraven v hostujici laboratofi.

Jako sekundami protilatka byla pouzita kozi protilatka reagujici s my$im IgG a s lehkymi

fetézci k a A znaCena peroxydazou.

Jako pozitivni kontrola slouZila my$i monoklonalni protilatka (9aF) specificky reagujici s

RARa.
K detekci CD4 a CD8 T-lymfocytii pomoci cytofluorometrické analyzy byly pouZivany

specifické monoklonalni protilatky anti-CD4 (G1.4.5.) a anti-CD8 (H35) znaCené fluorescein
isothiokyanatem (FITC) (PharMingen).
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3.1.3. Vakcina

K vakcinaci byly pouzity cDNA, jejichZ schemata jsou uvedena v tabulce 3 v €asti vysledky.

V tabulce jsou téZ uvedena schemata vakcin pouZitych ve washingtonské laboratofi.

3.1.4. APL bunky

Zmrazené APL buiiky pochazely z transgenniho modelu J.M. Bishopa.

3.2, METODY

3.2.1. DNA vakcinacni protokol

Principiaing byly pouZivany 2 vakcinaéni modely. V pafizské laboratofi byly APL buiiky (10%
ve vétiiné pFipadi i.v. aplikovany pred vakcinaci. DNA vakcina pak byla podana i.m., poprvé
7 dni po aplikaci APL bunék a dale jeité dvakrat ve dvacetidennich intervalech., Odbéry krve
byly provedeny vidy 7 dni po DNA vakcinaci. Pfi kazdé DNA aplikaci bylo aplikovano 50ug
DNA do quadricepsu.

Ve washingtonské laboratofi byla DNA vakcinace podana i.p., pied aplikaci APL bunék (10%).

3.2.2. Bunécny vakcinacni protokol

APL buiiky byly ozafeny (25 Gy) a byly pouzity jako celularni terapie. 107 bun&k bylo i.v.
aplikovano do syngennich FVB/N jedincii ve dvacetidennich intervalech ve tiech cyklech,
pocinaje dnem -60. Den 0 jen den, ve kterém byly i.v. aplikovany neozafené (10%) leukemické

(APL) bunky.
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3.2.3. Aplikace ATRA

ATRA (kyselina all-trans retinova) byla podéna v podobé kapsli, které byly s.c. implantovany
na hibet mysi. Tyto kapsle postupné uvoliiuji latku po 21 dni v mnoZstvi 5mg/kg/den.

Implantace kapsli mysim probihala v celkové anestezii, netrvala déle nez 5 minut.

3.2.4. Hodnoceni bunééné odpovedi

Mnostvi CD4 a CD8 bun&k bylo detekovano v periferni krvi pomoci pritokové cytometrie.
30 ul krve bylo 30 minut inkubovano s 1 pg specifcké anti-CD4 nebo anti-CD8 protilatky
znadené FITC. K lyzi éervenych krvinek byl pouzZit lyzovaci pufr (Invitrogen).

imunofluorescence pfiblizn& 5000 bunék byla hodnocena na pritokovém cytometru FACScan

(Becton Dickinson). Analyza byla provedena pomoci programu Cell Quest.

Cytokiny byly mé&feny pomoci Thl/Th2 specifického kitu (PharMingen) podle protokolu

doporuéeného vyrobcem.

3.2.5. Sledovani preziti mysi

Mysi byly sledovany denng (v&einé vikendd) a umrti byla zaznamenavana. Mrtvé mysi byly
analyzovany, slezina vyjmuta a zmétena. Do pokusu byly zahrnuty pouze mys$i, které mély

splenomegalii (byla u nich prokdzana APL).

3.2.6. ELISA

Do jamek specialni plotny pro ELISA test (Maxisorp, NUNC) bylo pteneseno 50 ul GST-
RARa. proteinu. Plotna byla piekryta folii a ponechana nejméné 18h pfi 4°C. Po inkubaci byly
jamky 2x promyty pufrem a po 2 hodiny saturovany roztokem pufru a Zelatiny pfi 37°C. Po
odstranéni tohoto roztoku byly jamky opét promyty pufrem a nasledovala inkubace s 50pl
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my$iho séra nebo pozitivni kontroly (protilatka 9«F). Po inkubaci byly jamky opét dvakrat
promyty pufrem. Po jeho odstranéni bylo do jamek pfidano 50ul kozi protilatky znacené
peroxydazou a ponechano 1 hodinu pfi laboratorni teploté. Po inkubaci byly jamky dvakrat
promyty pufrem. Po jeho odstranéni bylo do kaZdé jamky piidano 100ul substratu. PEiblizné
po 5ti minutach se roztok v jamkach zacal barvit. Po dosaZeni Zadané intenzity zbarveni (asi
60 minut) byla reakce zastavena pfidanim 50ul blokujiciho roztoku. Opticka denzita (0.D.)

byla méfena na automatickém spektorfotometru (Dynex) pti 490nm.
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4. VYSLEDKY
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Béhem vypracovéani diplomové prace v pafiZzské laboratofi (Immunogénétique de la souris,
Institut Universitaire d'Hématologie, Université Paris VII-Denis Diderot, Hopital Saint-Louis -
Dr. Marika Pla) jsem méla moZnost pozorovat vyvoj dlouhodobého projektu, ktery se tykal
terapeutického postupu pouzivajictho DNA vakcinu k 1é¢b& APL. Vé&tSina pokusi které uvedu
probihala nebo byla vyhodnocovana v dobé mého pobytu a pozdéji byla publikovana [39].
Bé&hem psani této prace vy3el na podobné téma dalsi ¢lanek publikovany védeckou skupinou
z Washington University School of Medicine [41]. Autofi se zabyvali stejnymi otazkami.
Vzhledem k tomu, Ze se navic oba ¢lanky tykaji stejného onemocnéni (akutni promyelocytarni
leukémie), rozhodla jsem se popsat v experimentalni ¢asti vysledky patiZské i washingtonskeé
skupiny. Experimentélni ¢ast je rozdélena do Ctyf Casti:

A. Imunitni odpovéd’ vyvolana APL buiikami

B. Pouziti DNA vakciny k prevenci APL

C. Aplikace na modelu klinické situace-prevence relapsu

D. Studium mechanismii DNA vakcinace

4.1. IMUNITNIi ODPOVED VYVOLANA APL BUNKAMI

Exprimuji APL buiiky na svém povrchu MHC molekuly?

Autofi z washingtonské laboratofe se nejprve snazili odpovédét na tuto otézku, protoze Zheng
et al. [57] uvedli, Ze exprese PML-RARa je u n&kterych bunék spojena se sniZzenou expresi
MHC 1 molekul v disledku inhibice TAP  transportéri a/nebo proteini LMP. Ve
washingtonské laboratofi byly pro pokusy pouzity APL buitky z mySi B6C3H u kterych se
vyskytuji MHC [ molekuly H-2" a H-2%, proto byly buiiky testovany pomoci priitokové
cytometrie na pfitomnost K® a K* MHC I molekul. Jejich pokusy ukazaly, e viechny vzorky
APL bunék exprimovaly MHC 1 molekuly a 27 z28mi vzorkl exprimovalo také MHC II

molekuly.

39



Jsou APL buiiky schopny vyvolat alogenni odpovéd™?

Autofi z washingtonské laboratofe navazali na predchozi zjisténi. APL bunky s MHC
molekulami by v alogennim piijemci mély vyvolat imunitni odpovéd” a byt eliminovany. Za
timto Gdelem rozmraZené APL buiky z mysi B6C3H (H-2°xH-2¥) byly aplikovany
semialogennim mysim B6 (H-2) a syngennim B6C3H mysim. Predpokladem bylo, Ze jestlize
H-2* antigeny budou exprimovény na povrchu APL bungk, tyto buiiky pak budou imunitnim
systémem alogenniho pfijemce eliminoviny a nedojde k vyvinu leukemického onemocnéni.
Viichni syngenni (B6C3H) pFijemci zemieli do 100 dni po aplikaci APL bun&k. Naproti tomu
semialogenni pfijemci pieZivali &tyfi mésice a byli negativni pfi PCR zkou3ce na minimalni
rezidualni nemoc v periferni krvi (detekce piitomnosti mRNA kodujici PML-RARa). Zadny
jedinec neonemocnél ani po opakované aplikaci APL bun&€k. APL u my3i B6 nebyla

prokazana ani v periferni krvi a histopatologickym vy3etfenim jater a sleziny.

Je moZné vyvolat imunitni odpovéd® oslabenymi APL buiikami?

V pafiZské laboratofi nejprve ovéfili, zda je mozné mysi vakcinovat oslabenymi (ozafenymi)
APL burikami. O¢ekdvanou reakci by méla byt stimulace imunitniho systému a my3i by mély
preZit déle po naslédné aplikaci letdlni davky APL bun&k. Skupiné experimentalnich mys3i
bylo tfikrat i.p. aplikovano 107 ozatenych APL bun&k (Obr. 3, horni &ast). Kontrolni skupina
my3i tyto buiiky nedostala. Viem my$im byl 10 dni po kazdém podéni ozafenych bunék
proveden odbér krve. Po i.v. implantaci leukemickych buné&k (D 0) byla sledovana doba pfeZiti
(Obr. 3, dolni &ast). Vsechny myS$i z kontrolni skupiny zemtely mezi 16.-18. dnem po
implantaci letdlni davky APL bunék. My3i imunizované ozafenymi buiikami pfeZivaly
vyrazné déle a zemiely mezi 30. a 55. dnem. Aplikace ozafenych APL bunék plisobila tedy

jako vakcinace.
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Obr. 3: Vakcinace ozafenymi APL buiikami vede k prodlouZeni pieZiti leukemickych (APL)
mysi.

Jak je uvedeno v protokolu (horni &ast), mysim (n=7; kfivka a) bylo tfikrat i.p. aplikovano 10

ozafenych leukemickych {(APL*) bunék. Kontrolni skupiné (n=4; kiivka b) nebyly ozafené

buiiky aplikovany. Obéma skupindm bylo i.v. implantovano (D 0) 107 neozéfenych
leukemickych (APL) bun&k. Sledovala se doba pfeziti (dny).
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4.2, POUZITIi DNA VAKCINY K PREVENCI APL

Cilem pokusu provedencého v pafiZzské laboratofi bylo zjistit, zda vakcinace pomoci DNA
obsahujici fragment kodujici PML-RARa miZe zabranit vyvoji leukémie po aplikaci letalni
davky APL bunék. Za timto G¢elem byl mySim aplikovan ve dvacetidennich intervalech i.m.
DNA fragment (Obr. 4, horni ¢ast). Pokusné my$i byly rozdéleny do tii skupin. Skupiné (a)
byl aplikovan fragment PML-RARa-FrC, skupiné (b) fragment PML-RAR« a tfeti skupina (c;
kontrolni skupina) obdrZela jen prézdny vektor. Témto vakcinovanym my3im byla aplikovana
(D 0) letalni davka APL bunék a byla sledovana doba pieZiti (Obr. 4, dolni ¢ast). Jak je vidét
z obrazku 4, kontrolni skupina a skupina mysi které byl aplikovan fragment PML-RAR«a
vhynula mezi 31. — 33. dnem. My3i kterym byl aplikovan PML-RARa-FrC piezily
signifikantné déle (az 75 dni).

Autofi z washingtonské laboratofe se snazili odpovédét na stejnou otazku. Pokusné mysi
rozdélili do 3esti skupin a k vakcinaci pouzili PML-RARa, RARa-PML , fragment PML a
RARa, fus-RARa a prazdny vektor (Tab. 3, konstrukce). MySim byla Ctyfikrat opakované
v tydennich intervalech podana i.m. injekce DNA (Obr. 5, horni ¢ast). Za dal3i tyden (D 0)
bylo my3im i.p. podano 10° APL bungk a byla sledovana doba pteziti (Obr. 5, dolni &ast).
Mys3i které dostaly fragment kodujici ¢ast RARa (e), fus-RARa (d) nebo RARa-PML (f}
piezivaly do 50.-75. dne. Podle oéekavani ani vakcinace prazdnym vektorem (a) nevyvolala

imunitni ochranu proti APL. Naproti tomu my3i imunizované fragmentem PML-RARa (b)
nebo jeho ¢asti kodujici PML (c) byly proti APL relativné chranény a ptezivaly az do 125.

dne.
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Obr. 4: Vakcinace fragmentem PML-RARa-FrC vede k signifikantnimu prodlouZeni pieZiti

leukemickych (APL) my3i.

Mysi byly rozdéleny do tii experimentalnich skupin a byla jim i.m. aplikovéna (D -60, D -40,

D -20) DNA. Prvni skupiné (n=5, k¥ivka a) byl aplikovén fragment PML-RARa-FrC, druhé
skupiné (n=5, kiivka b) fragment PML-RAR« a tieti skupiné (n=3, kfivka c) byl aplikovan
prazdny vektor. Viem my$im bylo i.v. implantovano (D 0) 107 leukemickych APL bungk.

Sledovala se doba pieziti (dny).
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Tab. 3: Konstrukce cDNA pouZitych pro vakcinaci.

| popis konstrukce ¢lanek
PML-RARa-FrC c¢DNA (105 pari bazi) [39]
[ kddujici okoli fiize PML-
RARa (35AK)bylo |

klonovano spolecné se

' segmentem DNA kédujicim
fragment C (vysoce
imunogenni polypeptid,
soudast tetanového toxinu)

| PML-RAR« cDNA kodujici PML, exony | [391, [41]
| 1-6 a RARa, exony 3-9 a
jejich spojeni

PML ¢DNA kédujici PML, exony | [41]
1-6

fus-RAR« cDNA kédujici iisek [41] N
RARa a 9AK z &asti PML

RARa cDNA kodujici RARq, [41]
exony 3-9

RARa-PML cDNA kodujici RARa, [41]

exony 3-9 a PML, exony 1-
6 a jejich spojeni

[39] Padua et al., 2003
{41] Pollock et al., 2005

4.3. APLIKACE NA MODELU KLINICKE SITUACE-ZABRANENI
RELAPSU

V piedchozi &asti byly popsany pokusy, kdy autofi ¢lanki [39, 41] pouzivali DNA vakcinaci
k prevenci vzniku leukémie. Jak bylo uvedeno v Gvodu, b&€zna a velice G¢inna lécba APL je
ATRA . Jejim podavanim je moZné dosahnout u pacienta remise, u ¢asti pacient vSak dochazi
k relapsu onemocnéni. V pafizské laboratofi se zaméfili pravé na tuto klinickou situaci a
vypracovali experimentdlni model umoZiujici otestovat, zda by mohla DNA vakcinace

relapsu zabranit.
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Obr. §: Vakcinace DNA fragmentem PML-RARa a jeho &asti PML prodluzuje dobu pieZiti

leukemickych (APL) mysi. Pfevzato z Pollock et al.[41].

Mysi byly rozdéleny do Sesti skupin a byla jim i.m. aplikovana DNA (D -28, D -21,D -14, D
-7). Jednotlivym skupindam byl aplikovan prazdny vektor (a), fragment PML-RAR« (b), PML

(c) fus-RAR« (d), RARa () a RARa-PML (f). Vem mysim bylo i.p. implantovano (D 0)

10° leukemickych (APL) bungk, Déle se sledovala doba pteziti (dny).
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Mysim byla aplikovana letalni davka leukemickych bunék (D 0) a paty den se provedl odbér a
zjistil potatek onemocnéni na zékladé snizeného podtu krevnich desti¢ek. Nemocnym mySim
se pak aplikovaly kapsle s ATRA nebo kapsle s placebem (Obr. 6, horni &ast). Mysi byly
rozdéleny do &tyf  skupin a nasledujici den se jim i.m. podala DNA vakcinace a tato
vakcinace se pak jesté dvakrat opakovala ve dvacetidennich intervalech. Kontrolni skupiné
(kfivka a} byly aplikovany pouze kapsle s placebem a Z4dna vakcinace. Skupiné b (kfivka b),
ktera byla téz kontrolni, byly aplikovany pouze kapsle s ATRA. Experimentalni skupiné ¢
(kfivka c), byly aplikovany kapsle s placebem a fragment PML-RARa-FrC, experimentalni
skupina d (kfivka d) dostala kombinovanou léébu ATRA a fragmentem PML-RARa-FrC.
Podle o¢ekavani podani ATRA signifikantné prodlouzilo pieziti mysi (Zily o 65 dni déle neZ
my$3i které dostaly pouze placebo). U skupiny mysi, kterd obdriela jen DNA nedoslo
k signifikantnimu prodlouzeni pteziti. Kombinovana lé¢ba ATRA a DNA pieziti mysi
vyrazné prodlouZila. Zatimco mysi léené pouze ATRA Zzily do 85. dne, my3i IéCené

kombinovanou lé¢bou prezivaly déle nez 120 dni.

V dal§im pokusu autofi porovnavali u¢inek prazdného vektoru a fragmentu PML-RARa-FrC.
Podobné jako v predchazejicim protokolu byla my3im aplikovana (D 0) letalni davka APL .
Viem nemocnym my3im se pak aplikovala kapsle s ATRA a byly rozdéleny do tii skupin
(Obr. 7, horni ¢ast). Experimentalnim skupindm (c) a (b) byla nasledujici den i.m. podana
vakcina s PML-RARa-FrC (skupina ¢) nebo prazdnym vektorem (skupina b). Vakcinace se
opakovala ttikrat ve dvacetidennich intervalech. Kontrolni skupina (a) Zidnou vakcinu
neobdrZela. Stejné jako v pfedchozich pokusech se sledovala doba pieZiti (Obr. 7, dolni &ast).
Mysi které dostaly ATRA a prazdny vektor uhynuly do 60. dne, naproti tomu jako
v ptedchazejicich pokusech podani kombinované 1€Eby vedlo k signifikantnimu prodlouzeni

pieziti (n¢které mysi piezivaly déle nez 300 dni).
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Obr. 6: Kombinovana lé¢ba ATRA a PML-RARa-FrC vyznamné prodluZuje preZiti
leukemickych (APL) mysi.

Viem my3im bylo implantovéno 107 leukemickych (APL) bunék a byly rozdé&leny do &tyf
experimentalnich skupin. Prvni skuping (n=12, kfivka a) byly s.c. zavedeny (D 6) kapsle

s placebem, druhé skuping (n=12, kiivka b) byly s.c. zavedeny (D 6) kapsle s ATRA. Mysi ze
teti skupiny (n=11, kiivka c) obdrZely (D 6) kapsle s placebem a opakovanou (D 7, D 28, D
48) i.m. injekci PML-RARq-FrC. Ctvrta skupina (n=12, kfivka d) obdrZela kombinovanou
terapii ATRA (D 6) a PML-RARa-FrC (D 7, D 28, D 48). Dale se sledovala doba preZiti

(dny).
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Obr.7: Podani kombinované l1ééby ATRA a PML-RARa-FrC vede k vyznamnému

prodlouzeni pieZiti v porovnani s lé¢bou samotnou ATRA.

Jak je uvedeno v protokolu (horni &4st), mysim bylo implantovano (D 0) 10* APL bun&k a
viem pak byly aplikovany (D 6) kapsle s ATRA. Prvni skupina (kfivka a, n=12) byla lé¢ena
pouze ATRA, druhé skupiné (kiivka b, n=10) byl jesté tiikrat aplikovan (D 7, D 28, D 48)
prazdny vektor a tieti skupiné (ktivka ¢, n=11) byl tfikrat aplikovan (D 7, D 28, D 48)
fragment PML-RARa-FrC. Sledovala se doba pieziti (dny).
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Dale si autofi poloZili otazku o u¢innosti ptitomnosti fragmentu FrC v DNA vakciné (Obr. 8).
Mysim byla jako v ptedchazejicich pokusech aplikovana (D 0) letdlni davka APL a jedné
skupiné byla aplikovana kapsle s placebem (a), druhé skupiné kapsle s ATRA (b). Pak byla
ob&ma skupindm podavana vakcina PML-RARa, v tomto pokusu bez fragmentu FrC. My3i ze
skupiny ktera dostala placebo zemiely podle otekavani do 28. dne. MysSi které obdrzely
ATRA+PML-RARGa piezily 100 dni. Tato experimentalni skupina pfezila jen o 20 dni déle
neZ skupina (Obr. 6) kiera dostala jen ATRA.
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Obr. 8: Podani vakciny bez fragmentu FrC sniZuje jeji G¢innost.

Mygim bylo implantovéano (D 0) 10* leukemickych (APL) bun&k a byly rozdéleny do dvou
skupin. Prvni skupiné (n=12, kiivka a) byly aplikovany (D 6) kapsle s placebem. Druhé
skupin& (n=12, k¥ivka b) byly aplikovany (D 6) kapsle s ATRA. Obé& skupiny ttikrat
opakované obdrzely (D 7, D 28, D 48) fragment PML-RARa. Studovala se doba pfeziti (dny).
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4.4, STUDIUM MECHANISMU DNA VAKCINACE

Jak bylo uvedeno v predchazejici kapitole, jak v pafiZské laboratofi (pfi pouZiti protokolu,
ktery se bliZi klinické situaci) tak ve washingtonské laboratofi (pfi testu preventivniho
pOsobeni vakciny na vznik APL) doglo pii pouZiti DNA vakciny k signifikantnimu preZiti
leukemickych mysi. Autoti v obou laboratofich se snaZili vysvétlit mechanismus ktery se
podili na pieZiti my3i. V pafiZské laboratofi si poloZili otazku, ktera z imunitnich sloZek
(humoralni nebo bunéénd) se na tomto mechanismu podili. Za G¢elem zjisténi produkce
protildtek byla metodou ELISA méfena produkce protilatek u 47 my3i lééenych pouze
placebem, pouze ATRA, PML-RARo-FrC, nebo kombinaci PML-RARa-FrC+ATRA.

Py
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Obr. 9: MySi produkujici protilatky prezivaly vyrazné déle.
Kumulativni k¥ivky pfeziti mysi produkujicich protilatky (plna ¢ara, n=19) a mysi bez

produkce protilatek (preruSovana Cara, n=28). Produkce protilatek byla méfena metodou
ELISA.
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Na obrazku 9 je vidét, Ze my3i které produkovaly protilatky piezivaly vyrazné déle.

Dale v patizské laboratofi zkoumali podil bun&éné slozky na mechanismu pfeZiti. Byl
sledovan potet CD4 a CD8 T lymfocytd v periferni krvi mysi, kterym byla podina ATRA
terapie nebo kombinovana terapie. Pro a¢ely vyhodnoceni pokusu byly my3i zpétn€ rozdéleny
jako NR (bez imunitni odpovédi, pieZily maximalng do 60. dne), PR (s ¢iste¢nou odpovedi,
piezily 60-120 dni) nebo CR (v kompletni remisi, preZily déle nez 120 dni). U my3i CR a PR
byly relativné vyssi po&ty CD4 a CD8 lymfocytii v porovnani s NR skupinou. Primémé pocty
CD4 a CD8 lymfocytd u NR mysi byly podobné poétu lymfocytd u zdravych neléCenych

mys3i.

Vzhledem k tomu, Ze bunééna odpoveéd souvisi s hladinami cytokinti, byl téZ proveden test na
produkei cytokint. Splenocyty nejdéle pfezivajicich leukemickych mys3i lé¢enych ATRA+
PML-RARa-FrC byly kultivovany po dobu 48 hodin s APL buiikami. Jako kontrola slouZily
splenocyty zdravych mysi kterym byla podéna pouze ATRA. U mysi lé€enych ATRA+ PML-
RARa-FrC vzrostla po kultivaci aZ 3estiniasobné hladina IFN y. U ostatnich sledovanych

cytokind (IL-2, IL-4, IL-5, TNFa) nebyly pozorovany vyrazné zmény.

Zcela jiny (spide teoreticky) ptistup uplatnili ve washingtonské laboratofi. Jak jiz bylo
zminéno,v disledku translokace vznika u APL neoprotein PML-RARa. Tento neoprotein by
mohl byt prezentovan na MHC [ molekulach ve form& peptidi a plisobit jako antigen. Ve
washingtonské laboratofi syntetizovali deset dekapeptidl, které by mohly z proteinu v oblasti
fiize vzniknout a méfili jejich vazbu na MHC [ molekuly v in vitro modelu. Zjistovali jejich
schopnost stabilizovat MHC 1 molekuly na povrchu bunék RMA-S. Tyto buriky exprimuji H-
2° MHC molekuly, ale chybi jim TAP transportéry a je u nich nefunkéni vazba peptidi na
MHC v endoplasmatickém retikulu. Proto nemaji jejich MHC molekuly stabilni konformaci.
Jestlize jsou buiiky RMA-S inkubovany s peptidy, které se vazi na H-2" MHC molekuly, je

jejich exprese stabilizovana a lze je pozorovat pomoci imunofluorescenéni techniky. Zadny
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z deseti zkoudenych peptidli expresi molekul H-2" nestabilizoval, tedy se pravdépodobné na

tento typ molekuly MHC I nevaze.

V dal3im pokusu chtéli autofi zjistit, zda splenocyty z leukemickych mysi vakcinovanych
PML-RARa proliferuji v odpovédi na dekamemi peptidy pouzivané k vazebnym pokusim.
Splenocyty proliferovaly v pfitomnostt PMA a ionomycinu (pozitivni kontrola).
Neproliferovaly v pfitomnosti imunologicky kompatibilnich splenocytd (negativni kontrola),

ale ani v pfitomnosti splenocytu prekultivovanych s peptidy.
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5. DISKUSE
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5.1. PRIPRAVA EXPERIMENTALNIHO MODELU

APL se fadi mezi pomérné vzacné typy leukemii, jeji incidence v Evropé je 1/100 000
obyvatel. Charakteristickym diagnostickym znakem je chromosomalni zména - translokace
t(15;17), ktera je pfitomna téméi u 100% piipadii APL [28]. Tento fakt piivedl nékolik
laboratoti na myslenku pfipravit experimentalni my$i model. Za timto G¢elem byla konstrukce
cDNA koédujici PML-RARa injekéné vpravena do oplozenych vajiCek a byl tak vytvofen
transgenni model. Nezavisle na sob& vznikly 2 my3i modely v laboratofi J.L. Grisolana a
v laboratofi J.M. Bishopa. Tyto transgenni modely jsou vhodné pro studium APL, ale jsou
obtizné pouzitelné pro studium klinickych situaci, protoZe jen uréité procento jedinci
s transgenem vyvine leukemii, Zda se Ze translokace je pouze jednou z podminek pro vznik
APL a je pravdépodobné, Ze k jejimu vzniku pfispivaji dalsi faktory. Bylo proto nutné vytvofit
jiny model, vhodnéji pro studium terapie. Jednou z moZnosti bylo vytvofteni transplantaéniho

modelu.

Jak je uvedeno v tvodu této prace, pii tvorbé transplantaéniho modelu se aplikuje dany pocet
leukemickych bunék a u 100% jedinci, ktefi tuto davku obdrzi se vyvine do tfi aZ &trnacti
tydni APL [5, 17]. Transplantaéni model patiZské laboratofe vychazi z transgenniho modelu
J.M. Bishopa [5]. Tyto transgenni my$i exprimuji pouze transgen PML-RARa a APL se
vyvinulo u 10-40% jedincil. Po pfenosu jejich leukemickych bunék do syngennich FVB/N
my$i vyvinulo leukemii 100% piijemcid. Buiiky byly izolovany z kostni dfené¢ a slezin a byly
aplikovany intravenozné. Tento experimentalni model se v hlavnich rysech shoduje s lidskou
APL.

Transplantaéni model washingtonské laboratofe vychazi z transgenniho modelu J.L. Grisolana
[17, 42] . KfiZzenim transgennich linii exprimujicich PML-RARa a RARa-PML byly ziskany
my$i transgenni pro oba geny. Z takto ziskanych my$i vyvinulo APL 57% jedincti. Po
pienosu jejich leukemickych bun&k do syngennich B6C3H mys3i vyvinuly tyto my$i APL.
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Leukemické buriky byly v tomto pfipadé aplikovany i.p. a pochazely ze slezin leukemickych
mysi. Témér u viech pacientl st(15;17) dochazi k expresi PML-RARa a 70-80% [29]
exprimuje téz detekovatelné hladiny RARa-PML. Z téchto pozorovéni plyne, Ze piitomnost
RARa-PML neni podminkou ke vzniku APL, plsobi ale zfejmé jako faktor ovlivilujici obdobi
latence a pravdépodobnost vzniku APL. Z tohoto hlediska se my3i model pouZity ve

washingtonské laboratofi lépe napodobuje lidskou APL.

Skute¢nost Ze APL vyvinulo u obou transplantaénich modelt 100% piijemcii ukazuje, Ze
imunitni odpovéd’ organismu na APL buiiky je nizka. V pafizské laboratofi byli napiiklad
sledovani Sestitydenni jedinci, kterym byla podana dévka 10> APL bun&k. Vichni vyvinuli
bunék. Divodem muiiZe byt nizka schopnost antigenu vyvolat imunitni reakei, nepfistupnost

nadorovych bunék, nebo inik bun&k imunitnimu dozoru.

APL je u lidi IéCitelnd farmakologickymi davkami ATRA, jeji podivani vede k remisi
onemocnéni. Proto bylo nutné téz prokazat, Ze i my$i APL je na ATRA citliva. In vitro
pokusy v obou laboratotich [5, 17] ukazaly, Ze leukemické buiiky pochézejici z transgennich
mys$i jsou citlivé na ATRA. V laboratofi J.M. Bishopa [5] i v pafizské laboratofi bylo totéz
prokdzano na transplantaénim modelu in vivo. Stejn€ jako u pacientil s APL vede podani

ATRA u my$i k remisi onemocnéni, ale u signifikantniho mnoZstvi jedinci dochézi k relapsu.

5.2, ULOHA IMUNITNIHO SYSTEMU V LECBE APL

W

Cilem prace patiZské laboratofe bylo najit zptisob, jak relapsu zabranit. Snahou bylo zjistit,
zda by podani DNA kodujici protein PML-RARa (vakcina) mohla vyvolat u pacienti s APL

vremisi stimulaci jejich imunitniho systému a zabranit tak eventualnimu relapsu.

Velké mnoZstvi studii jiz zkoumalo schopnost imunitniho systému detekovat a eliminovat

maligni buiiky [3]. Pozorovani T lymfocyti obklopujicich ¢i pronikajicich do solidnich nadord
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prokézalo, 2 T lymfocyty rozeznavaji nadorové builtky. Neni viak jisté, zda T lymfocyty
mohou nadorové buriky zabijet. Schopnost T lymfocytd detekovat a eliminovat leukemické
buiiky byla prokdzina klinickymi reakcemi na lymfocytérni infuse podané pacientim po
alogenni transplantaci kostni dfené. Infuse miZze napomoci k ,,odhojeni leukémie. {36]. Dale
u nékterych leukemii existuji T lymfocyty specifické pro dané leukemické klony, schopné
eliminovat leukemické buiiky in vitro [33]. I p¥es tyto schopnosti imunitniho systému nema
vétSina pacientd s APL dostateén& silnou imunitni odpovéd proti leukemickym burikam.
Déivody nebyly objasnény, ale mohou zahrnovat nepfistupnost nadorovych bunék,
nedostateénou stimulaci imunitniho systému nadorovymi antigeny a unik bunék imunitnimu
dozoru [34].

5.3. IMUNITNI ODPOVED VYVOLANA APL BUNKAMI

T-bun€¢nd imunitni odpovéd’ vznika v diisledku rozpoznani piitomnosti cizorodych MHC 1
nebo MHC II molekul nebo v distedku rozpoznani pfitomnosti peptidi, které jsou témito
molekulami prezentovany. Jednim z cilll prace obou laboratofi jejichZ prace jsem srovnavala
bylo zjistit, zda mohou byt APL buiiky rozpoznany a eliminovany. ProtoZe pfedchozi studie
[57] uvedla, Ze exprese PML-RARa. je u nékterych bungk spojena se sniZenou expresi MHC 1
molekul v disledku inhibice TAP transportérii a/nebo proteinii LMP, bylo testem provedenym
ve washingtonské laboratofi pomoci pritokové cytometrie nejprve prokdzano odekavané
mnozstvi HLA molekul na povrchu APL bunék. Tento zavér byl jiz dfive potvrzen vice
studiemi [6, 27]. Vysledek testu ukazuje, Ze APL builky by m&ly byt v organismu rozpoznany,
coZ je zakladni pfedpoklad pro vyvoladni imunitni reakce. Dalsim testem bylo ve
washingtonské laboratofi ovéfeno, Ze APL buiiky jsou v alogennim piijemci eliminovany,

pravdépodobné tedy exprimuji MHC molekuly in vivo.
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5.4 POUZITI DNA VAKCINY U EXPERIMENTALNIHO MODELU

DNA imunizace proti tumor specifickym antigeniim muzZe vést k detekci nadorovych bunék
imunitnim systémem a kjejich eliminaci [51]. PML-RARai RARa-PML proteiny
pravdépodobné obsahuji tumor specifické antigeny. V obou laboratofich byly zkoumany jako
potencidlni vakciny cDNA kodujici cely protein PML-RARa nebo jeho ¢asti. Za timto (¢elem
byl vytvofen plasmidovy vektor obsahujici danou cDNA. Ve washingtonské laboratofi byla
exprese viech cDNA v pouzitém vektoru (virovy plasmid) navic ovéfena jejich transfekei do
bunék a nasledné metodou western blot s pouzitim anti-PML a anti-RARa protilatek.V obou
laboratotich dosli k zdvéru, Ze preventivni vakcinace plasmidem PML-RARa vyvolava
imunizaci a prodlouZeni doby preZiti. V pafiZzské laboratofi bylo dosaZeno signifikantnich
vysledkid jen s konstrukci PML-RARa (kodujici 35 AK v oblasti fize) spojenou s FrC.
Plasmid kodujici cely gen (full length PML-RARa) vyvolal imunizaci pouze v pokusu
washingtonské laboratofe. Mlize to byt zplisobeno rozdily v pouzitych mySich kmenech nebo
APL buiikach a zptisobech aplikace APL bunék (i.v.versus i.p.).

Zajimavym vysledkem je, Ze ve washingtonské laboratofi bylo stejné efektivni imunitni
ochrany dosaZeno pii vakcinaci PML-RARa« a pii vakeinaci ¢asti PML. V obou studiich byly
nadorové buiiky ziskany z transgennich my3i exprimujicich lidsky PML-RARa gen. Lidsky a
my$i isek PML jsou na drovni aminokyselin shodné jen ze 67% (zatimco useky RAR«
Z 99%) a proto imunogenita vakcinace PML-RARa miize byt dana téz xenospecifickou reakei
na rozdily v PML &asti proteinu. Pro upfesnéni, z celkového mnozstvi 34 AK pouZitych ve
fragmentu PML-RAR« je 8 ze 17 AK v ¢asti PML odlidnych od lidské PML. V3ech 17 AK
v RAR« ¢&asti je shodnych. Je mozné, Ze imunizace lidskym PML-RARa DNA u lidi by
nemusela byt tak Uspésnd jako u my$iho modelu. Vznika tak otazka, ktera ¢ast PML-RARa

vyvolavd imunologickou reakci a piisobi jako antigen .
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Nejvyrazngjdim rozdilem v experimentalnich postupech obou laboratofi je, Ze v pafizské
laboratofi byly butiky aplikovany nejen jinym zplisobem (i.v. versus i.p.), ale predeviim
podle jiného experimentilniho schematu. APL buiiky byly v PafiZi aplikovany pred DNA
vakeinaci . Ta byla vybrané skupiné mys$i podana aZ poté, kdyZ vSichni jedinci prokazateing
vyvinuli APL. Sou¢asné s vakcinaci byla jedné skupiné my$i podana téZ ATRA, kterd je
v klinické situaci pacientim podavéna jako b&Zna 1é¢ba. Vysledky ukazaly, Ze kombinovana
1é¢ba ATRA+PML-RARa-FrC signifikantné prodluZuje pfeZiti mysi v porovnani se skupinou
mysi lé¢enou pouze ATRA bez vakciny. To dava nadéji na vznik nového terapeutického

postupu - v soudasnosti je tato vakcina v prvni fazi klinického zkou3eni.

5.5. MECHANISMY PUSOBENI VAKCINY

Protoze v disledku translokace t(15;17) vznika fazni protein PML-RARa, ktery by mohl byt
zdrojem potencidlnich tumor specifickych antigenil, zkoumalo vazbu a prezentaci peptidi
z oblasti fiize jiZ n&kolik studii.V jedné z Gvodnich studii bylo zji$té€no, Ze in vitro lze pfipravit
klon CD4 T lymfocyti, které rozeznavaji buiiky prezentujici na svém povrchu peptid slozeny
225 AK zoblasti fuze PML-RARa [15]. Nasledujici studie v3ak prokazaly, Ze tento peptid
nestimuluje u lymfocytd, pochazejicich z pacienti s APL v remisi, imunitni odpovéd‘.
Klonované T lymfocyty stejnych pacienti navic nereagovaly ani na buiky prezentujici

antigeny pochézejici z tohoto peptidu [11].

Ve washingtonské laboratofi byly pii studiu mechanismid DNA vakcinace syntetizovany
prekryvajici se dekapeptidy, které by teoreticky mohly vzniknout v oblasti filze. Vysledky
vazebnych testi washingtonské laboratofe (stabilizace MHC 1 molekul na buifikich RMA-S)
ukazaly, Ze peptidy z oblasti fiize se na MHC 1 molekuly nevazou. Vzhledem k tomu, Ze na
MHC I molekuly se vaZou téméf vyhradné peptidy o délce 8-10 AK, zda se nepravdépodobné,
e by spojeni PML-RARa kodovalo peptidy, které by byly v my$im organismu imunogenni.
Piesto existuje moZnost, Ze nepatrné odlidny (jinak dlouhy) peptid by se mohl na MHC I

molekuly vazat. K tomuto vysledku dosly i ptedchazejici studie, ve kterych byla pozorovana
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74dna nebo nizka afinita t&chto peptidd k MHC molekulam [4, 15]. Potencidlni antigeny
zpiisobujici eliminaci APL bungk imunitnim systémem se pravdépodobn& nenachazi v oblasti

fuze.

Vysledky pafizské i washingtonské laboratofe nicméné nasvéd¢uji existenci alternativnich
antigendi prezentovanych na povrchu APL bunék, protoZe jasné ukazuji na roli adaptivni
slozky imunitniho systému v eliminaci t&chto bunék. V pafiZské laboratofi byl zkouman podil
bun&éné i humoralni slozky na mechanismu pieZiti po aplikaci APL bungk a podani vakciny
nebo kombinované ié&by. Jiz v pfedeslych studiich bylo prokazano, Ze samotnd ATRA
kooperuje s T i B bufikami za u¢elem eliminace nadorovych bungk [54], proto byl sledovan
potet CD4 a CD8 T lymfocyth v periferni krvi mysi, které byly lé¢eny ATRA nebo
kombinovanou terapii. Vysledky uvedenych testi poukazujf na to, Ze dilezitou roli v PML-
RARa-FIC vakcinaénim modelu (pfi vzniku imunitni paméti) hraje CD4 T lymfocytarni
odpovéd'.

[FNy je mediatorem pro CD4 i CD8 T lymfocyty, jeho zvy3ené hladiny odpovidaji zvy3eni
podtu téchto bunék [54]. PiestoZe vyrazna cytotoxickd odpovéd’ nebyla pozorovana, role CD8

T lymfocytl ve vakcinaénim modelu nemiiZe byt iplné vyloucena.

Produkce protilatek byla v pafiZské laboratofi zkouméana na modelu klinické situace u mysi,
kterym byla podana vakcina nebo kombinovana terapie. Mysi pieZivaly vyrazn€ déle pouze
kdy? dostavaly vakcinu sou€asné s ATRA. Jako marker oznaujici my3i s imunitni reakci a
del3i dobou pieziti byla identifikovdna (pomoci western blot) protilatka anti-RARa, ktera je
indukovana i u mysi lé¢enych pouze ATRA bez vakcinace. Neni tedy jisté, jestli je tato
protilatka vysledkem imunitni reakce vyvolané DNA vakcinou nebo slouZi pouze jako marker
imunitni odpov&di. Také je mozZné, Ze ATRA podporuje vznik nebo prezentaci zcela jinych

W

vakcinaci.
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V uvedenych pokusech bylo prokazano, ze APL buiiky jsou rozpoznany adaptivni sloZkou
imunitniho systému v allogenim i syngennim prostfedi. Obdobné pokusy na modelu chronické
myeloidni leukémie ukazaly, Ze imunitni odpovéd miZe byt stimulovana na zakladé
rozpoznani antigenli pochéazejicich z fuzniho proteinu (BCR-ABL): nebo specifického
antigenu exprimovaného na buiikdch chronické myeloidni leukémie (proteinasa 3) [34].
Identifikace APL antigenli zstavd vzhledem k vySe uvedenym vysledkim a slabé vazbé

peptidd pochazejicich z fizniho proteinu na HLA molekuly stale nevyfe3enym ukolem.
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6. ZAVER
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Vysledky obou praci ukazuji na vyhody stimulace imunitniho systému béhem lé¢by leukémie,
protoze adaptivni slozka imunity se prokazatelné (s vakcinaci i bez ni) podili na eliminaci
nadorovych bun&k in vivo. Model u kterého byla studovéana klinicka situace spifiuje zékladni
pozadavky na jeho pouzitelnost: tumor je syngenni, léCba byla podéna aZ po jeho
transplantaci, Vysledky ukazuji synergii mezi vakcinaci a konvencni terapii ATRA, coZ odraZi
klinickou situaci ve které by vakcina mohla byt pouZita. Dosud zkou$ené DNA vakciny byly
v klinickych studiich obecng dobfe tolerovany a potieba novych terapeutickych postupi
v [é¢bé leukémie je vysoka, proto vakcina vyvinuta v pafizské laboratofi nedavno vstoupila
do prvnich stadii klinickych zkousek.

APL by se mohla stat prvnim druhem leukémie lé¢ené DNA vakcinaci. PfestoZe nejde o pfilis
bézny typ leukémie, zavedeni nového léebného principu by mohlo odstartovat novou fadu

klinickych asp&chi v 1éébé nadorovych onemocnéni.
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Acute promyelocytic leukemia is not curable, patients usually survive no longer than 10
years. The introduction of this work describes different therapeutic strategies against
cancer that can increase survival. The potential efficacy of one of these strategies was
studied in a laboratory of Institut Universitaire d'Hématologie, Université Paris VII-
Denis Diderot, Hopitai Saint-Louis. A DNA based vaccine was used to boost immune
response in an animal model. This vaccine was developed by fusing the human
promyelocytic leukemia-retinoic acid receptor-o. (PML-RARa) oncogene to tetanus
fragment C (FrC) sequences. It was shown that a DNA vaccine specifficaly targeted to an
oncoprotein can have a significant effect on survival. The results of this work were
compared to another similar study; they both suggest that therapeutic vaccines could be
used in acute promyelocytic leukemia treatment. However, relevant tumor specific

antigens have not been identified yet.



