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1 Uvod

U mnohobunécnych organismu je udrzovani homeostazy vysledkem jemné rovnovahy
mezi proliferaci bunék a jejich degeneraci. Builkky béhem své existence rostou,
diferencuji se, déli se, plni své piislusné funkce v organismu, a nakonec podstupuji
programovanou bunéénou smrt, Kdy jsou v konecném dusledku odstranény z organismu
fagocytozou. V kazdé fazi zivota je buinka podrobena fad¢ stimulaci vedoucich
K uvolnéni submikronovych fragmenti z plazmatické membrany. Tyto Castice jsou
obecné oznacovany jako extracelularni vezikuly (EV). Jednou z podskupin a piedmétem
této prace jsou tzv. mikropartikule (MP), nazyvané také mikrovezikule (Hugel et al.,
2005; van der Pol et al., 2012).

Prvni naznak existence tohoto kompletniho signalniho mechanismu byl
publikovan vroce 1946 v praci autori Chargaff et West, ktefi se =zabyvali
tromboplastickym proteinem (dnes tromboplastin). Analyzou srazeciho casu
supernatantu (aktivovany koagulacni ¢as) z bezbunécné krevni plazmy pii rizné
nastavenych centrifugacnich rychlostech doslo k jeho vyznamnému prodlouzenti,
a to ve vysokorychlostni ultracentrifuga¢ni frakci (31 000 g). Nasledné byl sediment
z této frakce pridan zpét do krevni plazmy, kde posléze doslo ke zkraceni srazeciho
Casu. Tento experiment poukazal na skuteCnost, ze bezbunéna plazma obsahuje
subcelularni faktor aktivujici sraZeni krve.

Dalsi posun v této oblasti byl uskute¢nén o vice nez 20 let pozd&ji védcem
WolfP. vroce 1967, ktery pomoci -elektronového mikroskopu demonstroval
subcelularni frakci malych vezikul vzniklych z krevnich desti¢ek. Tyto vezikuly
nasledné pojmenoval jako ,,platelet dust™. Z hlediska velikosti se jednalo o velmi malé
¢astice v priméru mezi 20 az 50 nm. V nasledujicich letech se postupné zacal provadet
vyzkum i v této nevelmi probadané oblasti.

V roce 1994 Satta et al. popsala mikropartikule vzniklé ptivodem z monocytu.
Tyto MP byly generovany po stimulaci monocytli pomoci lipopolysacharidli. Nasledné
v roce 1999 byly popsany dalsi MP vzniklé z lidskych endotelidlnich bun¢k umbilikalni
zily (Combes et al., 1999).

Témito objevy V oblasti extracelularnich vezikul zagalo rozkryvani nového
signalniho  mechanismu intracelularni  bunéné komunikace. Ke znamym

mechanismiim, jako je pifimy kontakt buniky s bunikou a transfer informace pomoci



sekretovanych molekul, ptibyl tieti mechanismus, intracelularni transfer pomoci
extracelularnich vezikul (Raposo et Stoorvogel, 2013).

v mnoha biologicko-chemickych smérech vedoucich K pochopeni signalnich
mechanismi v lidském téle. Funkce EV véetné MP je odkryvana nejen
ve fyziologickych procesech, ale také v patologickych stavech. Vliv MP se objevuje
ufady procesi, jako je angiogenese, poskozeni krevniho systému (napf. infart
myokardu), krevniho srazeni, fizeni imunity organismu nebo u nadorovych onemocnéni
(Hugel et al., 2005).

Predmétem této prace je studium a detekce MP v oblasti hematologickych
malignit. Zakladni metodou pro rychlé stanoveni diagnézy u pacienta s hematologickou
malignitou je pratokova cytometrie. Pomoci navazanych protilatek na povrchové
antigeny na bunikach periferni krve lze diky pouziti laseru fenotypizovat cilenou
populaci, a tim i ziskat informace o druhu hematologické malignity. Detekce MP, které
nesou stejné povrchové antigeny/proteiny jako matetskd buika, tak mize byt vyuzita
jako doplnkova metoda pro stanoveni diagndzy, sledovani aktivity onemocnéni
U pacienta, stanoveni minimalni rezidualni nemoci nebo Vv pfipadech, kdy se lozisko

nadoru nachazi v mistech, kde ptipadna biopsie neni proveditelna.



2  Soucasny stav reSené problematiky

2.1 Extracelularni vezikuly

Extracelularni vezikuly (EV), jez jsou uvoliovany z prokaryotickych i eukaryotickych
bunék jako signalni castice, jsou malé fosfolipidovou dvouvrstvou obalené castice
0 velikosti v rozmezi 30 nm az 1 um. Z divodu jejich malé velikosti (az 100x mensi
nez nejmensi bunky) a rGznorodosti jsou obtizn¢ pocitany a fenotypizovany
konven¢nimi metodami. V soucasnosti se mezi nejpouzivanéjsi metody pro detekci EV
fadi: elektronova mikroskopie (EM), nanoparticle tracking analysis (NTA), dynamic
light scatter (DLS), resistive pulse sensing (RPS) a konven¢ni a dedikovana prutokova
cytometrie (princip jednotlivych metod je shrnut v Tab. 1). Metody EM, NTA i RPS
jsou schopné zjistit udaje o priméru a koncentraci EV, ale dosahuji svého limitu
u multi-parametrické fenotypizace (multi-parameter phenotyping) jednotlivych EV.
Naopak pratokova cytometrie je schopna tuto multi-parametrickou fenotypizaci
ujednotlivych EV provést. Proto se ze zminénych metod jevi pouziti pritokové
cytometrie s vysokym rozlisenim jako nejslibnéjsi zptisob detekce téchto ¢astic (van der
Pol et al., 2012; Rupert et al., 2017; Welsh et al., 2017).

Tab. 1 Shrnuti hlavnich technik a jejich principu méfeni pro charakterizaci extracelularnich
vezikul (EV); (Upraveno podle Rupert et al., 2017)

Metoda Princip méreni MéFitelna veliina
Elektronova Vytvoteni snimku ¢astic pomoci elektronti Struktura a
mikroskopie (v fadu nanometri) morfologie
Nanoparticle tracking | Sledovani Brownova pohybu ¢astic ve Velikost ¢astic
analysis (NTA) fluorescen¢nim nebo scattering modu

Me¢éfeni intenzity scatteringu jedné Castice a | Refraktivni index
nasledné jeji korelace s velikosti
determinovanou pomoci NTA
Dynamic light scatter | Analyza fluktuace intenzity scatteringu ¢astic | Velikost ¢astic
pii Brownové pohybu
Resistive pulse sensing | Méfeni zmény vodivosti pies snimany pér pii | Velikost ¢astic
(RPS) pruchodu Castice
Kvantifikace rychlosti prichodu ¢astic pfes | Zeta potencial
por v pritomnosti elektrického pole;

ve spojeni s méfenim velikosti pomoci RPS
Pritokova cytometrie | Mcfeni intenzity scatteringu nebo Intezita
fluorescence Castic indukované pomoci laseru| fluorescence




Buiiky jsou schopny uvolnovat velké mnozstvi téchto ¢astic do svého okoli. Proto
t&lni tekutiny jako krev ¢i mo¢ obsahuji obvykle 10 t&chto vezikul v 1 ml (Dragovic
etal., 2011). Funkce EV spociva v mnoha procesech, jako je napiiklad nitrobunéc¢na
signalizace, koagulace ¢i vyluCovaci procesy. Jelikoz EV mohou hrat roli
I v patologickych stavech, vzrusta jejich vyznam pro terapii a diagnostiku riznych
onemocnéni nebo pro hleddani novych markert k uréeni zdravotniho stavu daného
pacienta. Vzhledem k povaze EV je jejich klasifikace velmi obtizna (van der Pol et al.,
2010).

2.1.1 Nomenklatura

Z dtvodu vysoké naro¢nosti detekce irdznych postupt pii klasifikaci neexistuje
konsenzus o nomenklatute téchto bufikou uvoliiovanych vezikul. Jako piiklad 1ze uvést
pojmenovavani vezikul po builkkdch nebo tkénich, ze kterych byly uvolnény
[napt. prostatosomy — prostatou uvolnované vezikuly (Stegmayr et Ronquist, 1982)].
Nicméné tento typ pojmenovani neposkytuje voditka pro klasifikaci s ohledem na typ
zahrnutych vezikul (van der Pol et al., 2012).

Podle dalsich studii doslo u EV krozdéleni na exosomy, mikropartikule
a apoptotické vezikuly. Dodateéné byly na zaklad¢ fyzikalné-chemickych vlastnosti
zahrnujicich velikost, hustotu, sedimentaci, slozeni lipidd ¢i subceluldrni pivod,
charakterizovany ektozomy, membranové castice a vezikuly podobné exosomim.
(Théry et al., 2009).

Ackoliv je tato klasifikace prozatim nejrozsédhlejsi, je velmi obtizné ji pouZzivat
v kazdodenni praxi. Jako ptiklad lze uvést vezikul o velikosti 50 nm, ktery miize byt
podle tohoto schématu klasifikovan jako exosom, ektozom, membrianova Ccastice,
vezikul podobny exosomu nebo apoptoticky vezikul. Dale 1ze zminit fakt, ze v praxi je
ptiprava vezikul rtznoroda. Existuje velké mnozstvi pracovnich protokold, které
umoziuji zvysit izolaci jednoho druhu EV nad jinym (Théry et al., 2009; van der Pol
etal., 2012).

Podle van der Pol et al. (2012) by se mély rozdélovat extracelularni vezikuly na ¢tyfi
zakladni skupiny — exosomy, mikrovezikuly (mikropartikule), membranové partikule
a apoptotické vezikuly. Existence ektosomi a exosomum podobné vezikuly byla
zpochybnéna na zakladé provedenych experimentti (Théry et al., 2009; van der Pol
etal., 2012).



Ektosomy byly jako c¢astice pozorovany pouze in Vvitro. Dale v dobé, kdy byly
popsany u neutrofili, nebylo jest¢ znamo, Ze neutrofily uvoliuji i MP (Dalli et al.,
2008). Velikost téchto castic, jez je udavana jako 50-200 nm, byla studovana metodou
pratokové cytometrie za pouziti 200nm polystyrenovych nebo kiemicitanovych kulicek
(oxid ktemicity — SiO2). Nicméné pii srovnavani polystyrenovych a kiemicéitanovych
kulicek se synteticky vyrobenymi lipidovymi vezikuly bylo zjisténo, ze polystyrenové
a kfemicitanové kulicky rozptyluji vice svétla pii vinové délce 488 nm (forward scatter
mode — FSC) pro danou velikost ¢astice nez syntetické vezikuly. Ve vysledku tak doslo
ke zkresleni poctu a velikosti méfenych castic (Chandler et al., 2011; van der Pol et al.,
2012).

Exosomy podobné vezikulim o velikosti 55 kDa byly prokdzany u receptoru
pro Tumor necrosis factor (TNF receptor). Nasledné bylo omylem hlaseno, Ze se nejvice
vyskytuji ve frakci kondiciovaného média z lidskych endotelidlnich buné€k umbilikalni
zily (HUVEC) nebo u télnich tekutin ziskanych bronchoalveolarni lavazi
pii centrifugaci 175000 tihového zrychleni (g), zatimco se pievazné vyskytuji
v 100 000g frakcich, coz jsou frakce, ze kterych se obvykle izoluji i exosomy (Théry
etal., 2009). Mikrofotografie 2z transmisniho elektronového mikroskopu dale
dokumentuji poskozené a pierusené vezikuly, coz ztézuje odhad skuteéné velikosti
vezikul. Doslo také k prokazani vyskytu exosomut v kondiciovaném médiu z lidskych
HUVEC i v tekutinach z bronchoalveolarni lavaze (Admyre et al., 2003; Walker et al.,
2009).

2.2 Mikropartikule

Mikropartikule (MP) jsou vezikuly odvozené od plazmatické membrany, které jsou
vyluovany ze stimulovanych nebo apoptotickych bunék (Obr. 1). Jejich pfitomnost je
interpretovana proximalnimi nebo vzdalenymi bunkami Vv zdkladnich fyziologickych
procesech jako je mezibunéénd komunikace, hemostdza a imunita. Naproti tomu,
se U patologickych stavii ¢asto objevuji zmény poctu nebo charakteristik téchto vezikul
(Hugel et al., 2005).

Piestoze je MP obtizné popsat piesnou definici, Casto byvaji definovany jako
heterogenni populace sférickych struktur o priméru 100 az 1000 nm. Jejich izolace

se obvykle provadi centrifugaci v rozmezi 10 000 az 20 000 g. Od exosomil (primér 50
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Obr. 1 Schematicky obrazek mikropartikule odvozené ze stimulované nebo apoptotické bunky.
Jelikoz jsou mikropartikule uvoliiovany z matetské buniky jako fosfolipidové vezikuly,
ziskavaji tak i jeji specifické antigeny a bioaktivni efektory. Legenda: MHC — hlavni
histokompatibilni komplex; GPI — glykosilfosatidylinositol (Upraveno podle Hugel et al.,
2005)

az 100 nm) se odlisuji nejen velikosti, ale i vznikem. Zatimco MP jsou uvoliiovany
z plazmatické membrany pomoci ektocytéozy jako fosfolipidové vezikuly, tudiz
exprimuji specifické antigeny rodicovské buiiky, exosomy oproti tomu vznikaji jako
predformované vezikuly v intracelularnim kompartmentu a jsou nasledné vylucovany
fuzi endosomalnich oddilt s plazmatickou membranou bunék (Piccin et al., 2007; Théry
et al., 2009; Mause et Weber, 2010; van der Pol et al., 2012).

2.2.1 Formovani mikropartikuli

Formovani MP je proces, pii kterém dochazi ke zméné asymetrie fosfolipida
V plazmatické membrané bunky. Ackoliv pifesny molekularni mechanismus neni zcela
objasnén, cytoskeletalni reorganizace a zmény v symetrii fosfolipidi ve fosfolipidové

dvouvrstvé jsou klicovymi procesy vedoucimi ke vzniku vétsiny MP. Formovani je
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obvykle zahajeno aktivaci buiiky riznymi agonisty nebo vyvolanim jeji bunééné smrti
neboli apoptozy (Morel et al., 2011).

Slozeni a distribuce membranovych fosfolipidi V cytoplazmatické membrané je
velmi specifické: Zatimco cholinfosfolipidy [fosfatidilcholin (FC) a sfingomyelin (SM)]
jsou lokalizovany ve vnéj$i membranové vrstvé, aminofosfolipidy [fosfatidilserin (FS)
a fosfatidilethanolamin (FE)] se vyskytuji pfevazn€¢ na vnitini strané plazmatické
membrany. Celkem pét proteind je zapojeno do regulace asymetrické distribuce téchto
fosfolipidii, coz ma za nasledek tvorbu MP. Tyto proteiny byly popsany jako flopassa,
scramblasa, aminofosfolipid translokasa (flipassa), calpain a gelsolin (Bevers et al.,
1999; Piccin et al., 2007). Paty zminény protein gelsolin neni pfitomny ve vsech
bunkach, ale jeho vyskyt byl potvrzen napt. u krevnich desti¢ek (Lind et al., 1982).

Formovani MP je zahajeno aktivaci bunky pomoci ruznych agonistd. Ptitom stimul
muze byt pro kazdy typ bunky jiny. Napiiklad krevni desticky mohou byt aktivovany
stimulaci trombinem, kolagenem ¢i Ca ionoforem A23187 (Barry et al., 1997),
endotelialni buitky a monocyty uvolnuji MP po aktivaci bakterialnimi lipopolysacharidy
(Watanabe et al., 2003) ¢i cytokiny TNF a interleukinem-1 (Leeuwenberg et al., 1992).
Po aktivaci buiiky nasleduje influx iontéi Ca?* z endoplazmatického retikula do cytosolu.
Zvysena koncentrace iontd Ca®* v koneéném dusledku aktivuje proteiny scramblasy
(Williamson et al., 1992), gelsolin (Gremm et Wegner, 1999) a calpain (Pasquet et al.,
1996). Naopak inaktivuje flipassu (Bitbol et al., 1987).

Za fyziologického stavu je v bunkach aktivni protein flipassa (EC 7.6.2.1; Obr. 2).
Jedna se o ATP dependentni kontinualné exprimovanou translokasu, ktera je velmi
specifickd pro aminofosfolipidovy transport (FS a FE) zvnéjsi strany membrany
do vnitini proti jejich elektrochemickému gradientu. Na kazdy pfenos molekuly FS
nebo FE je spotfebovdna jedna molekula ATP. Aktivita translokasy je inhibovéana
zvysenou koncentraci cytosolickych ionti Ca?" uvolnénych z endoplazmatického
retikula (Bitbol et al., 1987; Beleznay et al., 1993; Burger et al., 2013). Druhy aktivni
lipidovy transporter flopassa (Obr. 2), ktery je zahrnut do proteinové rodiny ABC
transportérit (ATP vazebny kazetovy transporter), naopak plisobi opaénym smérem
oproti translokase. Tento obraceny transport je mén¢ specificky nez u translokasy,
jelikoz dochazi k transportu cholin- i aminofosfolipidi. Rychlost pienosu fosfolipida
smérem na vn¢j$i stranu membrany je velmi mala s polo¢asem kolem 1,5 h na rozdil

od ptenosu smérem dovnitf, ktery ma polocas kolem 5 az 10 minut. Inhibice flopassy



| translokasy nastava také v dusledku deplece ATP, modifikace histont

sulfhydrylové oxidace (Bevers et al., 1999; Burger et al., 2013).
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Obr. 2 Schematicky obrazek znazorfiujici formovéani mikropartikuli pfi bunécné aktivaci.
Pii aktivaci buiiky dochézi k influxu iont Ca®** z endoplazmatického retikula, coz ma
za nasledek zmény asymetrie membrany a zmény v submembranovém cytoskeletu.
Cervené Sipky znazoriuji smér, kterym dochazi k transportu fosfatidilserinu (FS)
a fosfatidilethanolaminu (FE) ve fosfolipidové dvouvrstvé v piipadé aktivniho lipidového

transporteru (Upraveno podle VanWijk et al., 2003).

Tteti lipidovy transporter V potadi, fosfolipidova scramblasa (nejzndméjsi PLSCRI,

37 kDa; Obr.2), jeskupina homolognich proteind, jez se vyskytuji u vSech

eukaryotickych organismli. Scramblasy jsou aktivovany pfirdznych bunéénych

udalostech, jako je apoptoza ¢i poskozeni buiiky nebo bunééna aktivace. V plazmatické

membrané funguji jako obousmérny nespecificky lipidovy transportér nezavisly

na spotiebé ATP, ktery je aktivovany influxem Ca?*. Po aktivaci zptisobuji ztratu

asymetrie fosfolipidové dvouvrstvy, ktera se vyznacuje vysokym obsahem FS na vnéjsi

strané membrany. FS je typicky fosfolipid pfitomny na povrchu MP (Bevers et al.,

1999; Zwall et al., 2004; Sahu et al., 2007).
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Kromé zmény asymetrie membrany jsou nutné i zmény V submembranovém
cytoskeletu. V této uloze hraji dilezitou roli proteiny calpain (Obr. 2) a gelsolin.
Calpain (EC 3.4.22.52) je cytosolicky cystein proteasovy enzym, ktery je pii aktivaci
influxem iontd Ca?* z endoplazmatického retikula a zaroven i transportem pies
plazmatickou membranu do cytosolu translokovan do membrany cytoskeletu
(Wencel-Drake et al., 1991; Pasquet et al., 1996). V této rodiné proteind jsou zahrnuty
dva nejprostudovangjsi izoemzymy u a m calpain, které maji identickou 30 kDa malou
podjednotku, ale rozdilnou velkou 80 kDa podjednotku. V zavislosti na naristu
koncentrace intracelularnich iontd Ca?* dochazi postupné k autolyze velké 80 kDa
katalytické podjednotky tohoto enzymu na aktivni proteasu (76-78 kDa) (Samis et al.,
1987; Suzuki, 1987). Hlavni funkce calpainu pii tvorbé MP je proteolyza
cytoskeletalnich filament, zejména talinu a a-aktininu, coz ma za nasledek remodelaci
submembranového cytoskeletu (Fox et al., 1990; Miyoshi et al., 1996). V piipadé
onemocnéni trombotickou trombocytopenickou purpurou byla zjisténa velka tvorba MP
Vv piitomnosti aktivovaného calpainu (Kelton et al., 1992).

Druhy protein gelsolin je specificky pro tvorbu MP v krevnich desti¢kach
(spolupracuje s calpainem). Aktivaci cytosolickym influxem Ca®* [obsahuje vice
vazebnych domén pro ionty Ca?*; obvykle vaze 2 ionty Ca?* (Gremm et Wegner, 1999)]
se gelsolin pfipoji na aktinové filamenta (F-actin), ktera nasledné rozdé€li. Pii tomto
procesu zlstavd navazan na tzv. ostrém konci (barbed end) jako cepicka. Vysledkem
je vznik kratkych aktinovych filament, ktera se nemohou k sobé opét pfipojit nebo
se prodluzovat na ostrych koncich. Timto zptisobem se cela sit’ rozvolni (Hartwig, 1992;
McGough et al., 1998).

K uvolnovani MP dochazi také v ranych fazich apoptozy (Obr. 3) (Piccin et al.,
2007). Zde je vznik MP spojovan zejména s tzv. membranovym blebbingem. Jedna
se 0 vznik nepravidelnych plazmatickych vyénélkti neboli blebt (az 2 um), které
vznikaji soucinnosti Rho-guanosin trifosfatové activity a rozvolnénim cytoskeletu.
Blebbing je charakteristicky pro programovanou bunéénou smrt, nicméné se objevuje
I u bunééného pohybu a cytokineze (Fackler et Grosse, 2008).

Proces uvolnéni MP je zprostiedkovavan fosforylaci myosinovych lehkych fetézci
(MLC) pomoci aktivované serin/treonin Rho-associated protein kinasy |1 (ROCK I;
EC 2.7.11.1), jedné z efektord malé GTPasy Rho (Amano et al., 1996). Aby doslo
k aktivaci ROCK I, musi byt kinasa nejprve stépena na jejim C-konci (na rezidui Asp
1113) apoptotickym enzymem kaspasou-3 (EC 3.4.22.56) (Sebbagh et al., 2001).
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Obr. 3 Formovani mikropartikuli v ranych fazich apoptdézy. Vnik MP pii apoptoze je spojen
s aktivaci kinasy ROCK 1 §tépenim pomoci kaspas. ROCK I nasledné zptisobi zmény
v membranovém cytoskeletu. Legenda: ROCK | — Rho-associated protein Kkinasa |
(Upraveno podle VanWijk et al., 2003)

Tato signalizace byla prokazana aktivaci ROCK I u neapoptotické Jurkat bunééné linie
(T linie), kde v kone¢ném disledku doslo k blebbingu u vice jak 80 % bunék. Vysledky
tak naznacuji velkou ulohu kinasy ROCK | v procesech programované bunécné smrti
as tim 1 spojenou tvorbu MP. U apoptotickych MP z Jurkat bunék byl dale prokazan
pfenos téchto MP na makrofagy, kde v nékterych ptipadech doslo az k aktivaci
apoptozy. Tento jev nebyl u jinych bunétnych linii prokazan (Distler et al., 2005).
Dilezita uloha kaspasy-3 ve $tépeni ROCK 1 byla prokazana in vitro sledovanim
prabéhu apoptoézy u bunécné linie rakoviny prsu MCL-7. Pti vyvolani apoptdzy u této
linie, jez je defektni v CASP-3 genu, sice dojde k bunééné smrti, ale nedochazi
k fragmentaci DNA ani k morfologickym zménam ¢ili blebbingu plazmatické
membrany (Janicke et al., 1998).

Po zformovani MP je mozno sledovat jejich plvod pomoci specifickych
povrchovych proteinovych markerti matefské bunky. Této skuteCnosti se vyuziva
zejména u metody pratokové cytometrie nebo ELISA. Naptiklad urceni ptitomnosti

imunotypovych znakt cluster of differentation (CD) 3, CD4 nebo CD8 znaci
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T-lymfocytarni pavod (Kammer et al., 1988), MP z krevnich desticek (platelet derived
MP — PDMP) exprimuji glykoproteiny IIb-Illa (Salanova et al., 2007) nebo
glykoprotein IX (CD42a) (Hickey et al., 1989). Podobn¢ detekujeme na povrchu
endotelialnich MP (EMP) znaky CD 31, CD34, CD51, CD54, CD62E (E-selektin),
CD62P (P-selektin) a CD146. (Mutin et al., 1997).

Diky negativnimu naboji FS na povrchu MP, lze tyto struktury specificky detekovat
také antikoagulantem Anexinem V. (Koopman et al., 1994). Nicmén¢ pfesnost detekce
muze zaviset na sloZzeni plazmatické membrany matetské bunky. U nékterych druhit MP
proto dochazi ke zkresleni vysledkd. Jako ptiklad I1ze uvést EMP, kde vysledna detekce
Anexinem V vykazuje az 35X niz§i koncentraci nez pii pouziti typického povrchového
znaku na EMP (CD31 nebo CD62E) (Horstman et al., 2004).

2.2.2 Biologické funkce mikropartikuli

Béhem formovani ziskavaji MP velkou fadu komponent pochdzejicich z matetské
bunky. Tato skupina zahrnuje proteiny, lipidy i geneticky material (DNA, RNA
i microRNA — miRNA) (Obr. 4). Ptitom proces, pii kterém jsou inkorporovany do MP,
neni nahodny (Norling et Dalli, 2013).

Naptiklad pfi proteomické analyze EMP metodou kapalinové chromatografie
s hmotnostni spektrometrii (LC/MS) byla zjisténa rozdilna distribuce proteint
u porovnavanych skupin MP. Pfi srovnani tii rozdilnych populaci EMP [nestimulované,
stimulované plasminogenem aktivatorem inhibitorem typu I (PAI-1) nebo TNF-a]
uvolnénych z bunééné linie HUVEC bylo identifikovano 231 unikatnich proteind pro
EMP, 104 proteind po stimulaci PAI-1 a 70 proteinti pro TNF-a, ptfi¢emz spole¢nych
proteintl pro vSechny tii skupiny bylo nalezeno 432. Tyto vysledky ukazuji, ze obsah
MP se méni Vv zavislosti na jejich vné&j$im stimulu (Peterson et al., 2008).

Jelikoz formovani MP je velmi regulovany a selektivni proces, muzeme
predpokladat, Ze MP hraji dileZitou roli v mezibunécné komunikaci. Za fyziologickych
podminek lze naméfit malé mnozstvi MP cirkulujicich v periferni krvi (Toth et al.,
2007; Barteneva et al., 2013). Ztohoto mnozstvi maji podle fenotypu nejvétsi
zastoupeni PDMP (az 80 %), které dopliuje 10 % leukocytarnich MP a 10 % EMP
(George et al., 1982; Ghosh et al., 2010). U patologickych stavii naopak dochazi

ke zvyseni koncentrace i zméné fenotypu MP, coz naznacuje urcitou roli té€chto ¢astic
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u riznych druhtt onemocnéni zahrnujici malignity ¢i autoimunitni a kardiovaskularni

onemocnéni (Ghosh et al., 2010; Barteneva et al., 2013).

Proteiny Lipidy
Cytokiny Q ofaee Polynasycené
IL-1pB \\ i {;‘)%Oo mastné kyseliny
Receptory/adhezni \\\} poscPocisy a Kyselina
molekuly ‘ ' arachidonova
CCR5 + ® 7 Bioaktivnilipidy
CXCR4 % PAF

GblIb/Ila §/ A& rosfolipidy
Regulaéni proteiny - . © Fosfatidylserin
AnxAl — & & 5

Shh —— . 2 ;

Enzymy ; 25

PAF-AH

12-LOX

Geneticky material

mRNA
miRNA

Obr. 4 Schematické zndzornéni obsahu mikropartikuli vyuzivajicich pro mezibunécnou
komunikaci. Legenda: (IL-18) — interleukin-13; CCR5 — C-C chemokinovy receptor typu
5; CXCR4 — C-X-C chemokinovy receptor typu 4; (GPlIb/GPIlla) — glykoproteinovy
receptor Ilb/Illa; AnxAl — Anexin Al; Shh — morfogen Sonic hedhedog; PAF — faktor
aktivujici krevni desticky; PAF-AH — PAF acetylhydrolasa; 12-LOX — 12-lipoxygenasa.
(Upraveno podle Norling et Dalli, 2013)

2.2.2.1 Transport lipidi

Predmétem vyzkumu transportu lipidd prostiednictvim MP se stavaji zejména
polynenasycené mastné kyseliny a kyselina arachidonovéa (Ak). Pfenos Ak pomoci MP
byl prokazén z krevnich desticek do sousednich endothelidlnich bunék. Tento proces
zpusobi expresi enzymu cyklooxygenasa-2 (COX-2; COX-1 zustava inaktivni;
EC 1.14.99.1), ktera nasledné metabolizuje Ak na prostaglandiny a tromboxan (Barry
etal.,, 1997). Pfenos Ak se zda byt dulezity také v piipadé onemocnéni revmatoidni
artritidou. Pti zkoumani vlivu MP na fibroblastoidni synovialni buiiky byla zjisténa
silna exprese COX-2, mikrosomalni prostaglandin E synthasy 1 (EC 5.3.99.3)
a prostaglandinu Ez (PGE>) za opétovné inaktivity COX-1. Pomoci izotopového znaceni

(CH AK) byl zjistén pienos Ak z leukocytll do fibroblastli prostfednictvim MP, kde
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posléze doslo k metabolizaci Ak na PGE,. Ptipadny pienos PGE. mikropartikulemi
nebyl prokazan (Jiingel et al., 2007).

MP jsou také schopny prenaset bioaktivni lipidy. PAF (platelet-activating factor
neboli faktor aktivujici krevni desticky) je biologicky aktivni cholin fosfoglycerid
moderujici primarné aktivaci krevnich desticek, ale také polymorfonuklearnich
leukocyti (PMN), monocytd a makrofagi. Funguje dale jako zprostfedkovatel
patologické reakce zejména u zanéti a alergii (Prescott et al., 1990). Endotoxinova
stimulace lipopolysacharidy a triacyl-cystein-modifikovanymi proteiny
gramnegativnich 1 pozitivnich mikroorganismii zptisobuje u PMN syntézu PAF jako
odezvu proti patogenu. Syntetizovany PAF je nasledné uvolnén prostfednictvim MP. Pfi
inhibici enzymu calpainu béhem formovani MP nedochazi k uvolnéni PAF z leukocytd,

coz indikuje, ze tento proces je nutny pro PAF transcelularni aktivitu (Watanabe et al.,

2003).

2.2.2.2 Transport proteini

MP jsou schopny pienaset fadu funk¢nich proteint s riznymi regulaénimi funkcemi.
Mezi takto transportované proteiny patii cytokiny, receptory, adhesni molekuly,
regulaéni proteiny, enzymy a dalsi molekuly. (Norling et Dalli, 2013).

Cytokiny jsou klicové mediatory regulace zanétlivé odpovédi. Jednim z dulezitych
prozanétlivych cytokini je interleukin-15 (IL-18). Hladina tohoto cytokinu roste
Vv reakci na bakterialni infekci a lipopolysacharidovou stimulaci. IL-15 je syntetizovan
jako velky prekurzorovy protein, ktery musi byt sestfizen na aktivni cytokin. Sestiih
je fizen aktivovanym inflamasomem skladajicim se zkaspasy 1 (EC 3.4.22.36),
apoptosis associated speck-like protein containing a CARD (ASC) a leucine rich repeat
containing protein — NLRP3 (Schroder et Tschopp, 2010). Pii analyze MP vzniklych
z monocytd, indukovanych lipopolysacharidy, dochazi k aktivaci endotelialnich bun¢k
(HUVEC). Nejenze byl vizolovanych MP detekovan IL-15, ale i komponenty
z inflamazomu nutné k jeho sestiihu (ASC, NLRP3 a kaspasa 1). Tato skutecnost
naznacuje, ze MP jsou schopny zesilit prozanétlivé reakce aktivaci endotelidlnich bunék
(Wang et al., 2011).

MP jsou schopny prenaset i funkéni enzymy. U MP z krevnich desticek byl prokazan
ptenos enzymu 12-lipoxygenasa (EC 1.13.11.31), ktery se ucastni biosyntézy

w1
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jez obsahuji velké mnozstvi prekurzoru leukotrienu A4 (Murakami et al., 1995), byly
inkubovany s PDMP, coz v koneéném disledku zvysilo biosyntézu lipoxinu Aa.
schopny pfenaset enzym 12-lipoxygenasu MP i zjinych bunénych linii, bylo
prokazovano na MP z leukocytli. Pfenos a ani samotny enzym se nepodafilo detekovat
(Tang et al., 2010).

Pot¢ co byl vPDMP zjistén biolipid PAF, byl detekovan také enzym PAF
acytelhydrolasa (PAF-AH; EC 3.1.1.47), ktery moderuje aktivitu Ca?" independentni
fosfolipasy A (EC 3.1.1.4). Ta degraduje PAF na inaktivni metabolit lyso-PAF
a hydrolyzuje oxidované fosfolipidy (Tselepis et Champman, 2002; Mitsios et al.,
2006). Tyto PAF-AH PDMP byly nalezeny ve vys$$im poctu u pacientti podstupujicich
korondrni angioplastiku, coz naznacuje, ze hraji roli pifi juxtakrinni signalizaci
u kardiovaskularnich onemocnéni (Mitsios et al., 2006).

MP jsou rovnéz schopny prenaset receptory, které jsou puivodem z mateiské bunky
aprenasi se na MP bcéhem jejich formovani. PDMP jsou schopny pienaset
glykoproteinovy receptor IIb/ITla (GPIIb/GPIIla) do plazmatické membrany neutrofili,
které se ucastni neinfekénich zéanétlivych procest. Pieneseny receptor spolecné
S f2-integriny aktivuje nuklearni faktor kB (NF-kB), jehoz aktivita je u neutrofilii
dalezita pro jejich pieziti a tvorbu dalSich mediatorti zanétu (Choi et al., 2003; Salanova
et al., 2007). Ptenos receptort byl prokazan i u patologickych stavi. C-C chemokinovy
receptor typu 5 (CCR5), koreceptor pro prenos makrofagového tropismu viru lidské
imunitni nedostate¢nosti (HIV)-1, je schopen se prenaset pomoci MP z CCR5*
mononuklearnich bunék periferni krve na CCR5™ endotelialni bunky (32 pb delece
zvySuje rezistenci buiky vii¢i viru), a umoziuje tak pravdépodobné infekci
deficientnich CCR5™ bunék (Mack et al., 2000). Stejny princip se uplatituje pii pienosu
C-X-C chemokinového receptoru typu 4 (CXCR4) zPDMP a MP uvolnénych
z megakaryocytll na bunky, které tento receptor postradaji. CXCR4 receptor funguje
stejné jako koreceptor CCRS, tentokrat vSak pro pienos T-tropismu HIV a umoziuje
tak infekci piivodné imunnich bunék (Rozmyslowicz et al., 2003).

Pfenos bioaktivnich proteini mize ovliviiovat dal§i signadlni drdhy v lidském
organismu. Napiiklad morfogen Sonic hedgedog (Shh) je dulezity zejména pro
normalni rist. Kromé jeho role pii embryotickém vyvoji se V dospélém organismu Shh
signalni draha 0castni bunééné diferenciace, proliferace a angiogeneze (Bailey et al.,

2007). Schopnost akumulovat a pienaset Shh protein byla prokazana
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u T-lymfocytarnich MP. Shh pozitivni MP jsou schopny spustit diferenciaci lidskych
K562 pluripotentnich erytroleukemickych bun¢k smérem k megakaryotické linii
(Martinez et al., 2006). V pripad¢ inkubace ShhMP s endotelialnimi buiikami doslo ke
zvySeni jejich adheze a expresi MRNA proangiogennich faktort jako je hepatocytovy
rastovy faktor, IL-183, metaloproteinasa 1 (EC 3.4.24.7) nebo vaskularni endotelialni
rustovy faktor A (VEGF A). VSechny zminéné proangiogenni faktory se pfitom ucastni
tvorby novych cév u nadorem indukované angiogeneze (Soleti et al., 2009).

Kromé¢ cytokinli mohou byt zanétlivé reakce vyvolavany i proteiny. Naptiklad pfenos
protizanétlivého 37 kDa proteinu anexin 1 (AnxAl) byl prokdzdn u MP plvodem
z polymorfonuklearnich leukocytt (PMN; Ize také uvadét jako granulocyty). PMN-MP
s AnxAl byly detekovany pii adhesi granulocyti na monovrstvu bunék HUVEC.
Ovsem pfi intravenoznim podani PMN-MP doslo ke snizeni samotného naboru
(recruiment) a adheze PMN. Vysledky tak ukazuji na pro- i protizanétlivé Géinky
PMN-MP v misté zanétu (Dalli et al., 2008).

2.2.2.3 Transport microRNA

MiRNAs jsou skupina malych 22 pb nekodujicich RNA, které se vazou na messenger
RNA (mRNA); pasobi jako endogenni post-transla¢ni regulatory genové exprese (Cali
etal., 2004). Interakce miRNA s mRNA je velmi komplexni a neni dosud pifesné
pochopena. Piesto bylo popsano vice jak 1000 rozdilnych lidskych miRNA. Rovnéz
se udava, ze piiblizné 1/3 genl koédujici lidské proteiny je regulovana pravé miRNA
(Lewis et al., 2005). Vzhledem k tomu, ze v krevnim séru jsou zastoupeny RNasy, které
urychlené degraduji RNA, bylo dal§im pfedmétem zkoumani, jakym zptisobem jsou
miRNA chranény pied degradaci (Diehl et al., 2012).

Porovnanim rdznych miRNA v periferni krvi bez nebo sPDMP u pacienti
s ischemickou chorobou srde¢ni (ICHS) metodou real-time PCR byl prokazan
predominantni vyskyt miRNA v MP (Diehl et al., 2012).

Srovnavanim obsahu mMIiRNA metodou nové generace sekvenovani (NGS)
u stimulovanych a nestimulovanych THP-1 (monocyty) a HUVEC buné¢k, a za stejnych
podminek i jejich uvolnénych MP, pak byly ziskany dalsi dilezité informace.
Z porovnavanych profild miRNA vyplynul rozdil v obsahu rozdilnych miRNA mezi
MP a bunikami, ze kterych vznikly (podobné jako tomu bylo u proteind). OdliSnosti

V obsahu rozdilnych miRNA nalezneme také v MP uvolnénych z bun¢k stimulovanych
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I nestimulovanych. Ziskané poznatky naznacuji existenci specifického transportniho
mechanismu jednotlivych miRNAs z matetské buiikky do MP (Diehl et al., 2012).

Rozdil v obsahu i mnozstvi miRNA je viditelny také u PDMP izolovanych z pacientt
s odliSnou diagnézou (pozorovano na pacientech se stabilni a akutni ICHS). Rovnéz
byly v MP zjistény specifické miRNA, které jsou spojeny s raznymi kardiovaskularnimi
onemocnénimi, MP miRNA se tak jevi jako potenciondlni biomarkery [napf.
MIRNA-133 v MP z krevnich desti¢ek — infarkt myokardu (Villar et al., 2011)] (Diehl
etal., 2012).

Za fyziologického stavu se v MP z periferni krve (zejména PDMP) vyskytuji rizné
mMIRNA (miRNA-223, miRNA-484, miRNA-191, miRNA-016, miRNA-024 a dalsi)
(Hunter et al., 2008). Predpoklada se, ze jejich uloha je zejména v diferenciaci bun¢k
a hematopoezi. Ze zminénych miRNA je nejabundantnéjsi miRNA-223 (Hunter et al.,
2008), ktera hraje ulohu Vv proliferaci myeloidniho progenitoru, v diferenciaci a aktivaci
granulocytd (Johnnidis et al., 2008) a osteoklastt (Sugatani et Hruska, 2007).

Pienos genetického materidlu pomoci MP muze vést k vyznamné modulaci chovani
recipientni buniky. Deregibus et al. (2007) prokazal, ze MP z endotelialnich
progenitorovych buiiek mohou modulovat chovani zralych klidovych endotelidlnich
bunék pomoci horizontalniho transferu miRNA, pfi¢emz doslo k jejich re-programovani
na angiogenni fenotyp. Absorpce a zaclenéni MP zavisela na expresi a4 a 1 integrini

na povrchu MP, zatimco jejich funkce byla potlac¢ena inkubaci MP s RNasami.

2.3 Chronicka lymfaticka leukemie

Chronicka lymfatickéd leukemie (CLL) je nej€astéjSi forma leukemie v zdpadnim svéte.
CLL je charakterizovana klonalni proliferaci a akumulaci neoplastickych B-lymfocytl
v periferni krvi, kostni dfeni, lymfatickych uzlinach a slezin€. Onemocnéni je
diagnostikovano zejména U starSich pacienti kolem 65 let Zivota. OvSem existuji
| ptipady pacienti s diagnézou CLL pod 55 let. Zhlediska pohlavi je Ccetnost
onemocnéni u muzi a zen v poméru 2 : 1. Pribéh onemocnéni muize byt velmi
variabilni. Zatimco néktetfi pacienti vedou relativné normalni Zivot az do vyrazné
progrese onemocnéni, jini umiraji v rozmezi 1 az 5 let od stanoveni diagndzy (Rozman
et al., 1995, Parikh et al., 2013). Celosvétova incidence je v rozmezi 1 az 5.5 piipada
na 100 000 obyvatel. Do roku 2004 se za zem¢ s nejvyssim vyskytem onemocnéni CLL
povazovaly Australie, USA, Irsko a Italie (Redaelli et al., 2004).
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V soucasnosti se ke stanoveni prognédzy a klinického stadia onemocnéni pouzivaji
dv¢ klasifikace — stanoveni dle Bineta (Binet et al., 1981) a stanoveni dle Raie (Rai
etal., 1975). Zatimco klasifikace dle Raie (Tab. 2) rozd€luje pacienty podle Grovné

lymfocytozy (lymfocytdza zaroven nesmi byt spojena s jinym jevem napi. infekci),

Tab. 2 Klasifikace dle Raie (Upraveno podle Hallek et al., 2008)

Modifikovany | Tradi¢ni Rai | Klinické stadium

Rai

Nizké riziko 0 Lymfocytdza v krvi nebo kostni dfeni; lymfoidni buiiky
(LR) pod 30 %

Stfedni riziko lall Lymfocytdza; zvétsené uzliny; splenomegalie

(IR) a/nebo hepatomegalie

Vysoké riziko Il Anémie (hemoglobin pod 110 g/l),

(HR) v Trombocytopenie (krevni desticky pod 100x10° 1)

klasifikace dle Bineta (Tab. 3) se provadi podle poctu postizenych oblasti lymfatické
tkanoveé skupiny (lymfatické uzliny krku, tfisel a v podpazi; jatra a slezina) a vyskytu
anémie a trombocytopenie u pacienta (Rai et al., 1975; Binet et al., 1981).

Az u 95 % pacienti je u malignich B-lymfocytd zjiSténa zvySend exprese
antiapoptotického proteinu B cell lymphoma-2 (Bcl-2) ve srovnani s normalnimi
lymfocyty. Tato nadexprese je jen velmi ziidka zpusobena translokaci t (14,18),
typictéjsi pro non-Hodgkingské lymfomy. Spise se muze jednat 0 demetylaci na alelach

genu Bcl-2 nachazejicim se na chromozomu 18 v kombinaci s dal§imi mechanismy

regulujici Bcl-2 expresi (Hanada et al., 1993).

Tab. 3 Klasifikace dle Bineta (Upraveno podle Hallek et al., 2008)

Stupeii | Klinické stadium

A Hemoglobin > 100 g/I; krevni desticky = 100x10° I;
postiZzené oblasti < 2

B Hemoglobin > 100 g/I; krevni desticky = 100x10° I;
postizené oblasti > 3

C Hemoglobin < 100 g/I; krevni desti¢ky < 100x10° I;

postizené oblasti > 3; Anémie a/nebo trombocytopenie
Postizené | Hlava a krk zahrnujici Waldeyertv kruh; Axily; Ttisla véetné povrchové
oblasti femoralni oblasti; hmatna slezina; hmatna jatra
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2.3.1 Diagnostika chronické lymfatické leukemie

Diagnostika tohoto onemocnéni se provadi na zdklad¢ navodu vytvoiené¢ho v roce 1988
a 1996 pracovni skupinou National Cancer Institute — sponsored Working Group
on CLL. Na zaklad¢ International Workshop on Chronic Lymphocytic Leukemia je
kazdoro¢né tento navod aktualizovan (Hallek et al., 2008).

Obvykle se CLL detekuje u asymptomatickych pacienti z normalniho krevniho
vysetfeni periferni krve, kde je potieba piitomnost 5 x 10° klonalnich B-lymfocyti/]
(5000/ul) po dobu minimalné¢ 3 mésict. Klonalita cirkulujicich B-lymfocytii musi byt
nasledné¢ potvrzena priatokovou cytometrii. Leukemické bunky identifikované
z krevniho natéru jsou morfologicky malé, zralé lymfocyty s izkym lemem cytoplazmy
a hustym (denznim) jadrem s nerozliSitelnym jadérkem a Castecné agregovanym
chromatinem. Za dalsi charakteristické znaky CLL jsou povazovany Gumprechtovy
jaderné stiny a tzv. rozmazané buiiky (smudge cells) (Hallek et al., 2008; Swerdlow
etal., 2017).

Ke specifictéjsi detekci se nasledné pouziva screening povrchovych antigent
na B-lymfocytech prutokovou cytometrii. Typicky imunofenotyp CLL nese pozitivni
B-lymfocytarni antigeny CD19 a CD23 a vykazuje vyznamnou Kkoexpresi
T-lymfocytarniho antigenu CD5. Naopak negativni jsou antigeny FMC7, CD10 a slaba
nebo zadna exprese je u antigenu CD22 (Matutes et al., 1994). Slabou expresi oproti
fyziologickym lymfocytim vykazuji dale znaky CD20, jiz zminény CDI19 (Ginaldi
etal.,, 1998), CD79b (Moreau et al., 1997) a povrchové lehké a tézké fetézce
imunoglobulint IgM/IgD (Geisler et al., 1991). Antigen CD200 je ve velké mite také
pozitivni a Ize ho pouzit pro odliSeni CLL od onemocnéni lymfomem z plastovych
bunék, kde je exprese CD200 pouze na malé populaci CD5" bunék nebo GpIné chybi
(Palumbo et al., 2009). Stru¢ny popis zminénych antigend je uveden v Tab. 4.

Na zakladé znamého imunofenotypu CLL B-lymfocyti byl vytvofen hodnotici
systém (Tab. 5), ktery kazdému znaku (CD5*, CD22*", CD23*, FMC7 a povrchové
imunoglobuliny) pfifadi hodnotu 1 nebo 0 podle toho, zda se jedn4 o typickou nebo
atypickou CLL. Vysledné skore nabyva hodnot od 5 ,,typické* pro CLL po 0 znacici
»atypické pro CLL (Matutes et al., 1994). Od roku 1998 lze nahradit znak CD22
zaCD79b (Moreau et al., 1997), ktery zpiesniuje vysledné skore. Celé hodnoceni

Ize pouzivat k odliseni typické CLL od ostatnich B-bunécnych malignit.
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Tab. 4 Struény piehled antigent vyuzivanych pro diagnostiku CLL pratokovou cytometrii.
(Ptrevzato a upraveno podle: Starostka et Mikula, 2014)

Antigen Struktura kDa Funkce
CD5 | Transmembranovy 67 CD72 ligand
glykoprotein
CD10 | Integralni membranovy 100 Neutralni endopeptidasa
protein
CD19 | Membranovy 95 Regulace, aktivace a diferenciace B-lymfocytu
glykoprotein
CD20 | Membranovy protein 33 — 37 | Regulace, aktivace a diferenciace B-lymfocytu

CD22 | Transmembranovy 130/140 | Aktivace a diferenciace B-lymfocytu
glykoprotein, izoformy
CD23 | Transmembranovy 45 Nizkoafinitni receptor pro IgE

protein; asociace s
MHC. II t¥idy
CD79b | Glykoprotein; asociace | 33 —45 | Struktura BCR komplexu

s Smlg
CD200 | Membranovy 41 — 47" | Exprimovan ve vice bunéénych liniich (B linie,
glykoprotein® v podmnoziné T linie, endotelidlni buiky,...)";

Interakce s CD200R (imunoglobulinovy
inhibitorovy receptor)*;
Supresivni efekt na imunitni odpovéd’
zprostiedkovanou T linif*

FMC7 | Glykoprotein 105 Regulace, aktivace a diferenciace B-lymfocytu
“Zdroj: Yietal., 2012;
Zdroj: Wright et al., 2001
tZdroj: Hoek et al., 2000; Wright et al., 2003

Tab. 5 Hodnotici systém pro uréeni B-CLL nabyvaji v celkovém souctu hodnot 0 (atypicka
CLL) az 5 (typicka CLL). (Upraveno podle Matutes et al., 1994)

Body
Membranovy marker 1 0
Povrchové imunoglobuliny Slab¢ pozitivni Stfedné/siln€ pozitivni
(SmIG)
CD5 Pozitivni Negativni
CD23 Pozitivni Negativni
CD22/CD79d" Slabé pozitivni/ negativni Stredné/silné pozitivni
FMC7 Negativni Positivni

“0d roku 1998 Ize marker CD22 nahradit za CD79d pro zpfesnéni vysledku (Moreau et al.,
1997)
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2.3.2 Molekularni cytogenetika

Analyza molekularni cytogenetiky B-CLL byla v poc¢atcich ze dvou divodt pomérné
obtizna. Za prvé B-CLL buiky velmi pomalu proliferuji. To potvrzuje analyza
bunééného cyklu CLL B-lymfocytd v periferni krvi, kde bylo zjisténo, ze vétSina
populace (99 %) se nachazi v GYG! fazi bun&ného cyklu (Andreeff et al., 1980).
Za druhé mitogen fytohemaglutinin pouzivany v 60. a 70. letech byl stimulator
T-lymfocytii na ukor B-lymfocytt. Pouzitim B-bunécnych aktivatort lipopolysacharida
a obzvlast 12-O-tetradekanoylforbol-13-acetatu doslo ke zlepSeni cytogenetické
definice CLL (Caligaris-Cappio et Hamblin, 1999). V 70. letech doslo k vyvoji riznych
barvicich technik fadicich se do tzv. konvenéni cytogenetiky. Mezi tyto metody barveni
kondenzovanych chromozomili zejména v metafdzi bunécného cyklu patii napft.:
nefluorescencni barveni Giemsa banding (Drets et Shaw, 1971; Dutrillaux et Lejeune,
1971; Speicher et Carter, 2005), fluorescen¢ni barveni Quinacrine banding (Caspersson
et al., 1968) nebo Reverse banding (Dutrillaux et Lejeune, 1971). Reverse banding
funguje na principu obraceného barveni Geimsa diky kontrolovanému zahtivani
chromozomu pfed samotnym barvenim (Dutrillaux et Lejeune, 1971). Pouziti Giemsa
banding a Quinacrine banding bylo vyznamné napiiklad pii objevu nejznamé;si
translokace 9/22 Filadelfského chromozomu u onemocnéni chronické myeloidni
leukémie, kde se puvodné uvazovalo, Ze se jedna pouze 0 deleci 22q (Rowley, 1973).

Nejvyraznéjsi pfinos je ptipisovan metode fluorescencéni in situ hybridizace (FISH),
kterd vyuziva chromozomalné specifické centromerické proby pro detekci numerickych
chromozomovych abnormalit (odchylky od normalniho poctu chromozomu) v délicich
se i v nedélicich se (interfazovych) bunikach (Que et al., 1993).

Nejcastéjsi chromozomalni abnormalitou je delece chromozomu 13q14 vyskytujici
se u poloviny (az 55 %) diagnostikovanych pacientti (Dohner et al., 2000). V deletované
oblasti CLL-MDR (minimalni deletovany usek) o velikosti méné nez 300 kb bylo
identifikovano sniZeni exprese nebo Uplnd ztrata funkcnosti u miRNA genli miR15
amiR16 (Calin et al., 2002). Ztrata funk¢nosti klastru DLEU2 (deleted in leukemia
2 gene)/miR-15a/16-1urychluje proliferaci B-lymfocyti modulaci exprese gent
kontrolujici pribéh bunééného cyklu zejména v prechodech G%G! a GY/S faze. Jedna
se zvysenou expresi gentl pro cykliny (CCNE1, CCND2, CCND3) a cyklin dependentni
kinasy CDK4/CDK6 (EC 2.7.11.22). V dusledku také dochazi k nartstu fosforylace
retinoblastomového proteinu — Rb (Klein et al., 2010). Samotny gen pro Rb, dilezity
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regulator bunééného cyklu, byva deletovan na jedné z alel v 30 % ptipadi. Pokud vSak
zaroven nedojde na druhé alele ke ztraté funk¢nosti proteinu, neni tato delece tak
vyznamna jako u gentt miRNA (Liu et al., 1993).

Delece 11q je pozorovana jako druha nejcastéjsi aberace az u 18 % procent piipadi
(Doéhner et al., 2000). V useku 11g22.3-22.1 dochazi k deleci genit RDX (Radixin),
FDX1 (Ferredoxin 1) a nejvyznamnéjsiho ATM (Ataxia telangiectasia mutated)
(Dohner et al., 1997). ATM je serin/treonin protein kinasa (EC 2.7.11.1), jejiz hlavni
uloha spoc¢iva v bunécné odpovédi na poskozeni DNA zejména u dvouvldknovych
zlomu (Shiloh et Ziv, 2013). Proto je delece 11q spojovana s hor$i prognézou a je také
charakteristicka pro mladsi pacienty v pokrocilejsim stadiu onemocnéni (Déhner et al.,
1997).

Trisomie 12 (12%) se vyskytuje kolem 16 % ptipadt (Déhner et al., 2000). ZvySena
exprese gend nachazejicich se na chromozomu 12 byla mapovéna pomoci metody
microarray. Touto metodou bylo nalezeno sedmnact genti nachazejicich se piimo
na chromozomu 12, které mély rozdilnou expresi (nékteré geny zobrazeny v Tab. 6)
(Haslinger et al., 2004). V dalsi studii byly pomoci reverzné-transkriptasove PCR
nalezeny jiné geny s vysSi expresi. Jednalo se o geny regulujici bunécny cyklus
exprimujici CDK4, cyklin dependentni kinasovy inhibitor 1B (p27<P!) a transkripéni
faktor E2F. Zvysena exprese E2F v8ak muze byt také zpisobena v disledku nadexprese
CDKA4. Jako hlavni mechanismus patogeneze u 12" l1ze tedy povaZzovat zvySenou expresi
urcitych gend (Kienle et al., 2005). Nasledné se Winkler et al. (2005) snaZil nahlédnout
na expresi téchto genli pfimo na proteinové urovni. Westernblottingem porovnaval
expresi genu (p27, CDK4, CDK2, STAT6, Smac/DIABLO a dalsi) mezi zdravymi
jedinci, CLL pacienty bez 12*, CLL s12" a malignimi buné&Enymi liniemi (Jurkat,
JVM-2, EHEB). Protein p27 byl sice nadexprimovan u 12*, nicméné stejnad Grovefi
exprese byla pozorovana i u pacientii bez 12*. Protein CDK4 vykazoval u obou skupin
velmi slabou expresi. V obou piipadech nebyla u zdravych jedincii zaznamenana zadna
exprese p27 i CDKA4. Z hlediska proteinové trovné se tedy zda, ze zadny z vyse
zkoumanych proteinti neni v disledku exprimovan pravé trisomii 12. Nicméné jak
autofi zaroven uvadi: zvysena exprese genil pro CDK4 a p27 se na RNA urovni mize

ve vysledku nachazet pod limitem kvantifikace imunoblottingem (Winkler et al., 2005).

21



Tab. 6 Ukazka nékterych rozdilné exprimovanych genti nachazejicich se na chromozomu 12 u
onemocnéni CLL s chromozomalni abnormalitou trisomie 12* (Upraveno podle Haslinger

et al., 2004)

Aberace Nizev genu Locus
ANAPCS, PDL-108 | Anafazi zprostiedkujici komplex podjednotka 5 12q24
GIT2 G proteinem spojeny receptor kinasovy-interaktor 2 12924.1
SNRPF Maly nuklearni ribonukleoproteinovy polypeptid F 12923
M6PR Manosa-6-fosfatovy receptor (Ca®* dependentni) 12913
MYF6 Myogenicky faktor 6 (Herculin) 12¢21
SFRS9 Splicing faktor, arginin/serich-rich 9 12g924

I kdyz se delece 17q objevuje u nizkého procenta ptipadd (7 %), je Casto spojovana
s nejhorsi prognézou (Dohner et al., 2000). Davodem je delece v tseku 17q13, ktera
vyznamné omezuje funk¢énost genu TP53 (Zenz et al., 2008; Rossi et al., 2009). Tzv.
nadorovy supresor p53 funguje jako transkripéni faktor pro exprimovani velkého
mnozstvi proteind, jehoz hlavni tloha spociva v déjich jako je navozeni apoptozy nebo
regulace bunécného cyklu (Levine et Oren, 2009). Mezi zndmé proteiny exprimované
aktivovanym proteinem p53 patii naptiiklad cyklin dependentni kindzovy inhibitor
p21(El-Deiry et al., 1993) nebo proapoptoticky BAX (Miyashita et Reed, 1995).
U nekterych  pacienti  dochazi krom€ monoalelické delece TP53  také
k bodovym mutacim tohoto genu na alele druhé. Byly nalezeny také ptipady, kdy doslo
pouze k mutaci genu bez piipadné delece. Nicméné $patna progndza je piiblizné stejna
pro vSechny tfi varianty (pouze 17q; 179 a mutace TP53 na druhé alele; mutace TP53
bez 17q). Pii diagnostice by se tak mély sledovat kromé& 17q ijednotlivé zmény
Vv oblasti genu kodujici TP53 na obou alelach (Zenz et al., 2008; Rossi et al., 2009).

Nejméné Castd aberace, vyskytujici se do 6 %, se nachazi na chromozomu 6. Jedna
se o deleci tsekd 6g21 a 627 (Stilgenbauer et al., 1999; Dohner et al., 2000). Z téchto
dvou useku je ¢astéjsi 6q21. Predmétem zkoumani je nalézt v deletovanych oblastech
klicovy tumor supresorovy gen, ktery by byl zahrnut v patogenesi onemocnéni
(Stilgenbauer et al., 1999). Sledovanim exprese genli na chromozomu 6 metodou
miccroaray byla nalezena zvySena exprese genu v oblasti 6q21.3. Jednalo se zejména
0 geny kodujici ¢leny histonové rodiny H2A a H2B (Haslinger et al., 2004). Jako
moznou kandidatku pro tumor supresorovy gen Ize brat E3 ligasu HACE1 (EC 2.3.2.26)
v oblasti 6g21. Tato ligasa je downregulovana u velkého poctu malignit. Zejména
U onemocnéni ledvin neboli Wilmsova tumoru (epigeneticky hypermetylaci ostriivkli

CpG — CpG-177) a dale u lymfomt, naddorti prsu a plic nebo u osteosarkomu. Mozna
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hlavni uloha HACEI1 ligasy spociva v regulaci bunécného cyklu pfi bunéném stresu

redukci proteinu cyklinu D1 (Zhang et al., 2007).

2.3.3 Prognostické faktory/nastroje u CLL

Jako klasicky pfistup stanoveni prognézy pacienta, vedle klasifikace dle Raie (1975)
nebo Bineta (1981), se pro urCeni délky pfeziti pacienta pouziva tzv. zdvojovaci Cas
lymfocyta (lymphocyte doubling time — LDT). Védecky tym Montserrat et al. (1986)
jako prvni porovnaval LDT vV zavislosti na Binetové stupnici, analyze kostni dien¢,
casovém obdobi, kdy pacientovi neni aplikovana lécba a pteziti. LDT je tedy cas,
za ktery dojde ke zdvojnasobeni poétu lymfocytd v periferni krvi od diagnostikovani
onemocnéni. Pokud uvazujeme pouze o samotném stanoveni LDT, je pacientim
S hodnotou 12 a mén¢ mésicii predikovana horsi prognoza oproti pacientim s vice nez
12 mésici, ktefi se dozivaji vyznamné déle. Porovnanim LDT s Binetovou stupnici bylo
zjisténo, ze U pacientd s niz§im LDT ve stadiu A nebo B dochazi rychleji ke zhorSeni
prognézy (tedy ze stupné A na B nebo B na C). LDT se tedy da vyuzit jako dobry
nastroj pro predikci zhorSeni prognozy daného pacienta a kK véasnému zahajeni 1é¢by
(Montserrat et al., 1986; Molica et Alberti, 1987).

Jako dalsi stanoveni lze do klasického pfistupu zahrnout sérové markery. Jedna
se 0 sérovou tymidin kinasu — STk (EC 2.7.1.21) (Hallek et al., 1992; Matthews et al.,
2006), rozpustny P2-mikroglobulin — sB2-m (Di Giovanni et al., 1989; Molica et al.,
1999) a rozpustnou CD23 (Reinisch et al., 1994; Molica et al., 1999). Jejich zvysené
hodnoty v krevnim séru mohou samostatné nebo v kombinaci mezi sebou ¢i s dal§imi
klinickymi faktory (napf. Binetova stupnice, LDT, CD38" nebo muta¢ni stav IgVh
genu) pomoci ptredpoveédét délku pieziti pro daného pacienta. (Molica et al., 1999;
Matthews et al., 2006). Mezi hlavni vyhody prognostickych sérovych markerd fadime
jejich jednoduchost ziskavani z periferni krve a spolehlivost v uréeni prognozy pacienta
nezavisle nebo v zavislosti na ostatnich faktorech. Problém je ovSem V jejich cut off
hodnotéach, které se mohou v riznych laboratofich lisit. V idedlnim pfipad¢ tak musi
dojit jesté K vylepSeni standardizace té€chto sérovych markert. Dalsi limit spocdiva
v ovlivnéni hladiny jednotlivych markert v periferni krvi jinymi faktory nezavislymi
na CLL (Cramer et Hallek, 2011). Naptiklad pro sTk dochazi ke zvySeni jeji
koncentrace v krvi vlivem virové infekce nebo deficitem vitaminu Bi> (Hallek et al.,

1992). Hladinu sf2.m ovliviwji infekce a velmi vyznamné glomelurarni filtrace
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(glomerulal filtration rate). Proto Ize pro pfesnéjsi analyzu sf32-m spojit stanoveni sfS2-m
v periferni krvi se stanovenim glomerularni filtrace (Delgado et al., 2009).

Nov¢jsi prognostické faktory jiz byly castecné zminény v piedchozi kapitole 2.3.2,
kde bylo stanoveni spojeno s detekci chromozomalnich aberaci. Podle vyskytu aberaci
se da predikovat délka pieziti daného pacienta (v pfipadé nezahajeni 1éCby). Jedna
maji obvykle nejhorsi prognézu (median pieziti 9 mésici). S medidnem 13 mésici je
nasleduje druha tzv. horsi prognoza a to delece 11q. Trisomie 12q se udava jako stiedni
délka preziti (median 33 mésict). Pacienti s normalnim karyotypem maji median 49
mésict anejdelsi doba pieziti pfipadd na pacienty pouze s deleci 13q (median 92
meésici). U pacientt s deleci 179 nebo 11q byla ve vétsi mife piipadt diagnostikovana
CLL jiz v pokrocilejsim stadiu onemocnéni (Dohner et al., 2000).

Vedle $patné prognozy u pacientd s deleci nebo mutaci gent p53 (Zenz et al., 2008.
Rossi et al., 2009) nebo ATM (Ddohner et al., 1997) byly zjistény i dalsi dulezité mutace
zhorsujici prognozu pacienta v genech NOTCH1 a BIRC3 (Ize uvadét také jako cIAP2).
Mutace NOTCH1 (kolem 15 % ptipadi) je pravdépodobné velmi vyznamné spojena
s agresivnéj§im pribéhem trisomie 12 (az 40 % pacientd s 127). U genu NOTCH1
dochazi na poslednim exonu k posunu ¢teciho ramce 2 bp deleci tiseku oznaceného jako
P2515f. Vysledkem této delece je zkraceny protein (Balatti et al., 2012). Jina mutace
se muze objevit v nekodujici sekvenci zahrnujici 3 region zpusobujici zménu splicingu
u posledniho exonu vedouci rovnéz ke kraceni proteinu (158 pb delece) (Puente et al.,
2015). Protein NOTCHI1 hraje dulezitou roli jako transkripéni faktor rliznych geni
ucastnicich se bunécné diferenciace, proliferace a apoptézy. Mezi tyto geny patii
naptiklad protoonkogen c-myc (Palomero et al., 2006). Druhy gen BIRC3 exprimuje
aktivni protein, ktery spolu s dal$imi proteiny potlacuje nekanonickou signalni drahu
NF-kB. Mutace tohoto genu zpiisobuje nefunkénost RING domény proteinu vedouci
ke ztraté¢ E3 ligasové aktivity. Neregulovana nekanonicka draha NF-xB zvySuje
proliferaci i délku pteziti u B-lymfocyta (Zarnegal et al., 2008). Mutace BIRC3
se vyskytuje pfiblizné u 4 % diagnostikovanych pfipadi CLL. OvSem
u fludarabin-refrakternich a relabujicich pacientti se vyskyt pohybuje okolo 25 % (Rossi
etal., 2012).

Analyzou mutaci IgVny genu (gen pro variabilni oblast tézkého fetézce
imunoglobulinu — Vy) lze pacienty rozdélit na dvé skupiny CLL s odlisnym klinickym

prubéhem onemocnéni. Skupina snemutovanym IgVy genem se od skupiny
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s mutovanym IgVy genem odliSuje atypickou morfologii, isolovanou trisomii 12
a rychlejsi progresi onemocnéni (median preziti 95 mésicti oproti 293 mésiciim; pomér
nemutovany/mutovany gen se pohybuje kolem hodnoty 50 : 50). Z hlediska ptvodu
CLL z urcitého stadia vyvoje B-lymfocytl je nemutovany IgVH gen spojen s naivnimi
B-lymfocyty, a naopak mutovany s pamétovymi lymfocyty (Damle et al., 1999;
Hamblin et al., 1999). Cut off hodnota pro odliseni mutovaného a nemutovaného IgVH
genu byla stanovena pro nemutovany gen jako > 98% homologie s genem zarode¢né
linie (Damle et al., 1999; Krober et al., 2002), i kdyz jina studie naznacuje pouziti cut
off hodnoty > 97 % jako lepsi ukazatel ve stanoveni prognézy (Krober et al., 2002).

Mezi dalsi markery, které lze sledovat, se fadi trans-membranovy glykoprotein
typu 2, CD38, méfeny pomoci prutokové cytometrie. Vysoka exprese tohoto znaku
do jisté miry koreluje s nemutovanym IgVy genem. Proto analyza pozitivity CD38 (cut
off hodnota 30 % <) byla zpocatku brana jako jednodussi metoda pro urceni
nemutovaného IgVH genu pro nékteré klinické laboratofe (Damle et al., 1999). Dalsi
studie vSak prokazaly, ze az u 30 % ptipadid analyza exprese antigenu CD38 miize
selhat v urCeni statusu mutovaného Vy genu. Pii téchto studiich byly pouzivany cut off
hodnoty pro pozitivitu CD38 7 % (Krober et al., 2002), 20 % a 30 % (Hamblin et al.,
2002). Pozitivita CD38 je tedy brana jako nezavisly prognosticky faktor na mutaci Vy
genu i Binetové stupnici. Nicméné dohromady mohou byt tyto faktory pouzity k selekci
pacient s nejhorsi progndzou (median pieziti CD38"/nemutovany IgVw je 8 let, oproti
26 letim CD38/mutovaném IgVy) (Hamblin et al., 2002).

2.3.4 Funkce CLL mikropartikuli
Jak uz bylo diive v této praci zminéno, MP neovliviiuji pouze normalni biologické
funkce, ale uplatiuji se i v patologickych stavech. V piipad¢ CLL jsou vzniklé
mikropartikule/mikrovezikule uvoliiovany z nadorové transformovanych B-lymfocytu.
Ptitom pocet téchto Castic v periferni krvi pii progresi onemocnéni neustale nartista
astava se tak dominantnim fenotypem. Bylo také prokdzano, ze tyto Castice jsou
schopny interagovat s malignimi i normalnimi bunkami kostni dfen¢ (bone marrow
stroma cells — BMSC) (Ghosh et al., 2010).

Pfi studiu signalnich drah metodou western blot u BMSC bylo zjisténi, ze CLL MP
jsou schopny aktivovat signalni drahy pro protein kinasu B (AKT, EC 2.7.11.1). CLL

MP tuto drahu aktivuji diky pfenosu receptoru Axl do plazmatické membrany bunck.
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Nasledn¢ aktivaci signalni drahy AKT/MTOR/p70S6K/HIF-1a dojde u takto
ovlivnénych bun¢k k nadexpresi VEGF, jenz je vyznamny pfi angiogenezi a je bran
jako tzv. faktor preziti pro CLL bunky. Dalsi dva proteiny byly exprimovany pies
signalni drahu AKT/GSK3p/f-katenin. Jedna se 0 vyznamné regulatory bunécného
cyklu c-myc a cyklin D1. Vse tedy nasvéd¢uje tomu, ze CLL MP pisobi jako faktor
preziti pro CLL bunky a nasledné se spolupodileji na zhorSeni progndzy pacienta i vEtsi
odolnosti proti v sou¢asné dobé pouzivanym 1é¢iviim (Ghosh et al., 2010).

CLL MP mohou také ovlivnit progresi onemocnéni a rezistenci vuci 1é¢ivim vlivem
svych povrchovych antigeni. Antigen CD52 (cil alemtuzumabu), a CD20
(cil rituximabu) byly detekovany také na povrchu CLL MP (Ghosh et al., 2010).
V piipadé CD52 dokonce doslo pii in vitro stimulaci k poklesu exprese tohoto antigenu
u CLL B-lymfocyti a naopak k nardstu pfimo na CLL MP. Rozdil exprese CD52 byl
nalezen také mezi normalnimi a CLL B-lymfocyty (zdravé buniky exprimuji na svém
povrchu az 3x vice CD52). Vysledky tak naznacuji, ze dochazi ke snizeni exprese CD52
v disledku uvolnovani tohoto antigenu na povrchu MP (Boysen et al., 2017).
Akumulace CD52 a CD20 na povrchu CLL MP muze potencionalné vazat specifické
monoklonalni protilatky, v disledku ¢ehoz muze dojit ke snizeni 1éCebnych ucinkt

alemtuzumabu a rituximabu (Ghosh et al., 2010; Boysen et al., 2017).
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3  Experimentalni ¢ast
3.1 Cile prace

Hlavni napln praktické casti spociva ve vytvofeni vhodné metodiky detekce
a kvantifikace mikropartikuli u chronické lymfocytarni leukemie. Jelikoz se jedna
0 extremn¢ malé Castice, je nutno modifikovat tovarni nastaveni cytometru pro oddéleni

Sumu signalu pfistroje od signalu tvofené¢ho témito casticemi.
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4 Materialy a metodika

4.1 Chemikalie a protilatky

Karboxyfluorescein diacetat — CFDA; Sigma — Aldrich s.r.0., USA

anti-Hu CD5 PerCP — Cy5.5; Klon: L17F12; Becton-Dickinson Bioscience, USA

anti-Hu CD19 PE — C,"7; Klon: 4G7; EXBIO Praha a.s., CR

anti-Hu CD52 Pacific Blue™; Klon: HI186; EXBIO Praha a.s., CR

BD FACSDiva'™ CS&T IVD Beads; Becton-Dickinson Bioscience, USA

Roztok PBS s albuminem:
80,0 g NaCl, 2,0 g KClI, 36,4 g Na,HPO4"12H0, 2,4 g KH2PO4, do objemu 1000 ml
destilovan¢ vody; K roztoku PBS pfiddme 22% Bovinni sérovy albumin (BSA;
Sanquin Reagents B.V.; Nizozemsko) pomér 100 ml PBS ku 10 ml 22% BSA

4.2 Pristrojové a laboratorni vybaveni

Vortex Mixer 230V EU; Labnet International Incorporation, USA

Pipety s rozsahem 0,1ul az 1 ml; Eppendorf, Némecko

BD FACSCanto™ Il Flow Cytometer; Becton-Dickinson Bioscience, USA

4.3 Metodika
4.3.1 Krevni vzorky

Krevni vzorky byly ziskany z odbért periferni krve pfi rutinnim vySetieni ve Fakultni
nemocnici Olomouc v ¢asovém obdobi od zati 2018 do biezna 2019. Aby se zabranilo
koagulaci, byla  krev odebirana  do antikolaguacnich zkumavek
s ethylendiamintetraacetatem tridraselnym (K3EDTA). Celkové bylo na analyzu
dvoubarevnych experimenti (CD57/CD19%) méfeno 76 vzorkil pacientli ve vékovém
rozmezi 42 az 86 let vV rizném stadiu onemocnéni CLL. Na trojbarevné experimenty
(CD5*/CD19*/CD52*) bylo mé&feno dalsich 11 vzorki.

Pro stanoveni kontrolnich méfeni byly pouzity vzorky zdravych darct krve

Z transfizniho oddéleni Fakultni nemocnice Olomouc.

4.3.2 Priprava vzorki
Do plastové zkumavky (5 ml polystyrenovd zkumavka s kulatym dnem o velikosti
12*75 mm) bylo napipetovano 50 ul nesrazlivé periferni krve pacienti s diagnézou

chronické lymfatické leukemie. Nasledné bylo pfidano 1 pl CFDA, 5 ul protilatky anti-
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Hu CD5 PerCP — Cy5.5 a 5 ul anti-Hu CD19 PE — Cy7. Vzorek byl nasledné vortexovan
a inkubovan ve tmé pii laboratorni teploté (25 °C) po dobu 30 minut. Po uplynuti doby
inkubace byl vzorek nafedén 0,5 ml roztokem PBS s albuminem a analyzovan
na prutokovém cytometru. V ptipadé, Zze byl vzorek pfiili§ koncentrovany, byl pfidan
dalsi alikvotni podil roztoku PBS s albuminem.

Ke vzorkiim nebyl, oproti béznym metodikam, pfidan lyzacni roztok pro odstranéni

erytrocyti Z divodu navyseni kvantity signalu pfijimaného analyzatorem.

4.3.3 Pritokova cytometrie

4.3.3.1 Vnitini kontrola kvality
Z diivodu naroc¢nosti méteni MP a ziskani co nejpfesnéjSich vysledkd pro nésledné
statistické zpracovani dat, podléhal priitokovy cytometr BD FACSCanto™ I1 po celou

dobu prace vnitini kontrole kvality. Ptistroj byl v pravidelnych ¢asovych intervalech
kalibrovan pomoci mikrosfér BD FACSDiva™ CS&T VD Beads.

4.3.3.2 Threshold

Jak uz bylo v textu zminéno (kapitola 2.2), MP jsou heterogenni skupina sférickych
Castic o velikosti 100 nm az 1 pl (Théry et al., 2009). Jejich velikost (zejména pod 500
nm) se nachdzi pod limitem rozliSeni svételné mikroskopie (400-700 nm). Dal§im
problémem je determinace refraktivniho indexu (RI) v side scatter/forward scatter
(SSC/FSC) modu, jelikoz obvykle pouzivané polystyrenové nebo kiemicitanové
kalibra¢ni kuli¢ky maji rozdilny RI oproti RI heterogenni skupiny EV. (Chandler et al.,
2011, Gardiner et al., 2014). Fluorescenéni signal také nemusi byt dostatecny k detekci
pro mensi EV (nadfazena skupina pro MP). Buné€né proteiny, které jsou exprimovany
na rodicovské buiice, mohou byt pfitomny v méné¢ nez 100 kopiich na od nich
odvozenych vezikulach. Exprese proteini je tak limitovana velikosti povrchu
samotnych EV (Nolan, 2015).

Béhem méfeni MP byl vypnuty tzv. treshold, ktery je za normalnich okolnosti
vétSinou nastaven na Uroven, kterd se nachazi nad slabym signalem/vykonem laseru
na FSC i SSC a tzv. Sumem pozadi (Welsh et al., 2017). Z divodu vypnutému tresholdu
nebyly vzorky lyzovany (vice kapitola 4.3.2).
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4.3.3.3 Detekce mikropartikuli, gatovaci strategie

K oznaceni bun¢k bilé¢ krevni fady a dale nezlyzovanych bunék cervené krevni fady
a krevnich desti¢ek byl pouzit fluorescenéni marker Kkarboxyfluorescein diacetat
(CFDA). CFDA prochazi pies cytoplazmatickou membranu bun€k, kde nasledné
dojde k hydrolyze diacetatovych skupin pomoci intracelularnich nespecifickych
esteras (Obr. 5). Po odstépeni vznika negativné nabita molekula fluoresceinu, ktera je,
Vv ptipad¢ jejich neposkozené membrany, diky svému naboji zadrzovana uvnitt bunék
(Hoefel et al., 2003). Vzhledem k povaze cytoplazmatické membrany MP je CFDA
schopna oznacit i samotné MP. CFDA odliSuje MP od nesférickych fragmentt
cytoplazmatické membrany. Méfeni bylo provadéno také v FSC/CFDA(FITC) modu
(Obr. 6).

1]
O—C—CH,

Intracelularni
esterasy

5-(a 6-) CFDA 5-(a 6-) CF

Obr. 5 Mechanismus u¢inku fluorescenéni znacky karboxyfluorescein diacetatu, ktera je
po prichodu pfes cytoplazmatickou membranu bunky S$tépena intracelularnimi
esterasami na molekulu karboxyfluoresceinu. Uginkem esteras dochdzi k hydrolyze
diacetatovych skupin. Vznikla negativné nabita molekula karboxyfluoresceinu obtizné
prochazi zpét pres membranu. Po ozafeni laserem emituje pfislusny signal. (Pfevzato
a upraveno podle Hoefel et al., 2003)
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Obr. 6 Vysledek méfeni CFDA proti forward scatter u pacienta s nové diagnostikovanym
onemocnénim CLL (Binet B); Zelené a Cervené signaly patii buitkdm Cervené a bilé
krevni fady, krevnim destickam a dal§im fragmentiim, necistotam nebo nenavazanym
protilatkdm. Fialov€ oznacend oblast pfislusi MP s pozitivnim signalem na antigen
CD5".

Nasledné byla v FSC/SSC modu, spolu v zavislosti na FSC/CFDA(FITC) modu,
vyselektovana oblast pravdépodobného vyskytu MP oznacena v naSem piipadé jako

P1 (Obr. 7).
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Obr. 7 Vysledek méfeni MP zaznamenany analyzatorem v side scatter vs forward scatter
modu; Celkova suma signalu periferni krve u pacienta s nové diagnostikovanym
onemocnénim CLL (Binet B); P1 je vyselektovana oblast piedpokladaného vyskytu
CLL MP; Modr¢ a fialové signaly pfislusti pozivité znaku CD5
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Z oblasti P1 byly zaznamenavany veSkeré signaly. Jako pozitivni populace CLL
MP byla sledovéana dvojita pozitivita antigenit CD5*/CD19". Pro statistické zpracovani
vysledkit méfené populace CLL MP byl nastaven gate pro 10 000 signala pozitivnich
na antigen CD5 (Obr. 8). Stejny gate byl pouzit i pro trojbarevné experimenty
CD5*/CD19%/CD52". Po stanoveni miry pozitivity CD57/CD19" MP byla pro zméfeni
vzorki nastavena kompenzace fluorochrom — % fluorochrom (PE — Cy7 — % PerCP —
Cy5.5) v rozmezi 40 az 70 % podle rozliSeni dvojité pozitivni/negativni. Relativni %
zastoupeni CLL MP bylo nasledné stanoveno z celkové sumy vSech zméfenych
signald.

V Tab. 7 je ukazka nastaveni velikosti napéti jednotlivych lasert u pritokového
cytometru BD FACSCanto™ |1, které bylo pouzivano po celou dobu méfeni vzorki a
kontrol. Nastavené napéti se muze liSit mezi pfistroji od riznych vyrobeu i ptistroj od

pfistroje V rdmci sumace toleranci pii vyrobé.

1 5
I

CD5 PerCP-Cy5-5-H
1p° n*
d 1 111l 1 L1 1111l

12

|||||||| T |||||||| T |||||||I T |||||||| T
10? 10? 10* 10°
S5C-4

Obr. 8 Ukazka gatovaci strategie pro detekci CLL MP; Ve vyznaCené oblasti je napocitano
10 000 signald, které pfislusi fyziologickym i CLL MP pozitivnim na antigen CD5.
Mgéfeni piislusi pacientovi s nove diagnostikovym onemocnéni CLL ve stadiu Binet B.

Tab. 7 Ukazka nastaveného napéti na jednotlivych laserech u prutokového cytometru BD
FACSCantoTM II pro prokol na méteni CLL MP.

FSC SSC FITC Pacific | PerCP- PE-Cy7
Blue Cy5-5
Napéti (V) 370 205 380 450 500 680
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4.3.4 Statistické zpracovani vysledku

Pro porovnani vztahu mezi malignimi B-lymfocyty a znich uvolnénych CLL
mikropartikuli byl jako nejvhodnéjsi zobrazeni zvolen linearni vztah relativniho
% zastoupeni malignich B-lymfocyth proti pfirozenému logaritmu relativniho
% zastoupeni CLL MP v periferni krvi pacientii. Pro vypocet korelace, zda existuje
vztah mezi nddorovou nalozi a populaci CLL MP, byl pouzit Spearmantv korelacni
koeficient. P — hodnota byla vzdy pocitana pro hladinu vyznamnosti p <0,05. Veskeré

statistické zpracovani vysledkii bylo provedeno ve statistickém programu Statistica
verze 13.4.0, TIBCO software, USA.
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5  Vysledky

5.1 Charakteristika mérené skupiny pacienti

Analyza MP byla provadéna na pacientech (n = 76) Vv riznych fazich onemocnéni
CLL. Z toho bylo 45 mdZu a 31 Zen (pomér M/Z = 1,45/1). Pacienty lze rozdglit
do n€kolika skupin, a to na pacienty Snovou diagnézou (n = 10), aktivnim
onemocnénim pted nebo V prvni linii pouzivanych terapeutik (n = 26) i neaktivnim
onemocnénim (n = 6) ve stadiu sledovani progrese s pfipadnou nutnosti zahajeni
aktivni 1éCby, dale v remisi (n = 7) nebo v opétovném relapsu onemocnéni (n = 24).
U tfi pacientll nebylo mozné zjistit aktualni stav onemocnéni ani piipadna aplikovana
1é¢iva.

Z této mnoziny neprobihala u 38 pacienti béhem analyzy vzorka 1é¢ba. Druha
skupina pacienti (n = 35) byla vdob&é analyzy MP 1écena riznymi chemo-
a imonuterapeutiky. Nejvétsi zastoupeni v této skupiné mélo 1é¢ivo Ibrutinib (n = 21),
coz je inhibitor B-bunééné receptorové signalizace (B-buné&ny receptor = BCR)
pusobici prostfednictvim inhibice Bruton tyrosin kinasy (EC 2.7.10.2) (Honigberg
etal.,, 2010.), pouziva se zejména u pacienti s relabujicim onemocnénim. Druhou
Castéji pouzivanou variantou byla kombinace 1é¢iv Rituximab-idelalisib (n = 8), kde
Idelalisib funguje jako inhibitor & izoformy fosfatidylinositol-3 kinasi (PI3K;
EC 2.7.1.137), ¢imZ zptisobuje pro-apoptotickou aktivitu malignich B-lymfocyta (Wu
et al., 2013). Oproti tomu Rituximab ma jiny mechanismus u¢inku: Toto 1é¢ivo puisobi
jako anti-CD20 chimerickd monoklonalni protilatka, ktera zabiji B-bunky rdznymi
mechanismy, jako je aktivace komplementu tzv. complement-dependent cytoxicity
(CDC), indukce apoptozy nebo po vazbé nanadorovy antigen dojde k aktivaci
imunitniho systému tzv. antibody-dependent cellular cytotoxicity (ADCC) (Johnson et
Glennie, 2003).

5.2 Vizualizace dvoubarevnych méreni CLL MP

Pouzitim dvoubarevného experimentu CD5"/CD19* jsme detekovali dvojité pozitivni
CLL MP (Obr. 9A). Jedna se 0 MP, u kterych byl detekovan B-lymfocytarni znak
CD19 a T-lymfocytarni znak CDS5. Pozitivita obou znakll je pro onemocnéni CLL
typicka. Pro lepSi rozliSeni vysledku doSlo po analyze knasledné kompenzaci

(Obr. 9B) fluorescen¢niho piesvitu.
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Vysledek  méfeni, zda se jednd o  mikropartikule  uvoliované
z malignich B-lymfocytti, byl srovnavan s kontrolnimi vzorky zdravych darci krve
méfenim znakti CD5/CD19" (Obr. 9C), ale také samostatné proti side scatteru
(Obr. 10). V piipadé méfeni kontrolnich vzroku nebyly CLL MP podle ptedpokladu
detekovany. Jelikoz za fyziologického stavu se antigen CD5 vyskytuje
na T-lymfocytech a na B-lymfocytech je exprimovan vyhradné pii malignich stavech.
Ostatni zaznamenané signdly u kontrolnich vzorkll dvojitépozitivnich antigent
CD5*/CD19* lIze pficist fluoresGenénimu piesvitu, necistotam nebo volnym

nenavazanym protilatkam.
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Obr. 9 A) Detekované mirkopartikule u pacienta s nové diagnostikovanym onemocnénim CLL
(Binet B), CLL mikropartikule jsou dvojit¢ pozitivni na B-lymfocytarni antigen CD19
a T-lymfocytarni antigen CDS5. Detekované byly také MP pozitivni pouze na antigen
CDS5. Pro lepsi rozliSeni dvojité pozitivnich CLL MP od ptipadnych fyziologickych MP
byl vysledek rozkompenzovovan ve formatu fluorochrom — % fluorochrom (PE — Cy7 —
% PerCP —Cy5.5) v rozmezi 40-70 %; C) Kontrolni vzorek zdravého darce krve.
Pozitivné zachyceny mikropartikule se znakem CD5 bez pozitivity na CD19. MP
pozitivni pouze na znak CDS5 jsou pravdépodobné uvoliovany z T-lymfocytu.
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Obr. 10 A) Porovnani vysledki méfeni pozitivity antigenu CDS5 u pacienta s diagnézou CLL
a kontrolniho vzorku zdravého jedince. Fialovy signal patfi pouze pozitité antigenu
CD5. Jako svétle modry signal jsou ozna¢eny CLL MP, které jsou zaroven pozitivni
i na znak CD19; B) Stejné porovnani vysledkl pro antigen CD19. Modfe znacené jsou
CLL MP. Fialové signaly jsou naopak pozitivni pouze antigen CD19; Cervené signaly
patii Cervenym a bilym buitkdm krevni fady, krevni destickam a necistotam.

Ve vzorcich i kontrolach byla také zaznamenana CDS5* skupina MP bez pozitivy
na antigen CD19 naznalujici tak, Ze tyto MP byly uvolnény z fyziologickych
T-lymfocytd.

Na Obr. 11 jsou vizualizovany CLL MP u pacientil v rizném stadiu onemocnéni.
Demonstruji tak, v jakych piipadech je mozné sledovat pribéh onemocnéni nejenom
pomoci sledovani poétu malignich B-lymfocytd. Populaci CLL MP lze naptiklad
sledovat u pacientll ve stavu neaktivniho onemocnéni (Obr. 11A) nebo v pribéhu
1é¢by po relapsu onemocnéni (Obr. 11B). Vyuziti sledovani populace CLL MP lze
také aplikovat na sledovani minimalni rezidualni nemoci (MRN) a ziskat tak

informace u Gspésnosti aplikované 1écby (Obr. 11C).
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Obr. 11 Vizualizované ukazky detekovanych CLL MP v riznych fazich onemocnéni.
A) Pacient ve stadiu sledovani ptfed nasazenim prvni linie 1é¢iv (Binet A) B) Pacient
zméfeny v odstupu 30 dni u relabujiciho onemocnéni. C) Méteni CLL MP u pacienta
v remisi, analyzovano v ramci sledovani minimalni rezidualni nemoci (MRN).
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5.3 Statisticka analyza namérenych dat

Pro statistickou analyzu byly vyuzity data pacient o pohlavi, % zastoupeni CLL
B-lymfocyti (CD19/CD5), CLL MP (CD19/CD5) v periferni krvi a nasazenou 1é¢bou
imunoterapeutiky nebo inhibitory BCR signalizace.

Vysledky % zatoupeni CLL B-lymfocyti byly ziskany pii rutinnim vySetieni
periferni krve. Na Obr. 12 je model linearniho vztahu CLL B-lymfocytu proti
logaritmu MP, na kterém chceme ukdzat v jaké Casti grafu se nachéazi kontrolni vzorky
darct krve, u kterych se predpokladd, ze dvojitd pozitivita znaki CD19/CD5 bude
velmi nizka az zadna. U péti pacietd byly vysledky velmi blizké kontrolnim vzorkam.

V dalsi ¢asti prace jiz nebude tento typ vyhodnoceni kontrolni méfeni obsahovat.
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Obr. 12 Graf linearni zavislosti % zastoupeni CLL B-lymfocytt proti logaritmu % zastoupeni
CLL MP v periferni krvi. Cervené oznatené body piislusi kontrolnim vzorkiim
od zdravych darci krve (n = 10). Modfe vyznacené body (n = 5) pfislusi pacientim
s diagnozou CLL, kteti byli v dob&é odebrani vzorkt po 1é¢bé ve fazi MRN. Jejich
vysledky % zastoupeni B-lymfocyti i MP jsou tedy velmi blizké kontrolnim vzorkiim.
Posledni skupina (zelena) ptislusi pacientim v rizném stadiu onemocnéni CLL.
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Cilem analyzy bylo stanoveni vztahu mezi CLL B-lymfocyty a jimi uvoliovanymi
MP. Pro tyto analyzy byl zvolen model linedrniho vztahu CLL B-lymfocyti proti
logaritmu MP. Z vysledné analyzy (Obr. 13) jsme ziskali rovnici piimky [y = -4,3133
+ 0,0704*x neboli Log (% CLL MP) = -4,3133 + 0,0704 *(% CLL B-lymfocyty)].
Dale byl urcen Pearsontiv korelacni koeficient (r = 0,88), ktery urcil, ze pocet MP je
ptimo zavisly na poctu B-lymfocytt. Zaroven se P hodnota rovna 0,00. Pro vypocet

P-hodnot byla pouzita hladina vyznamnosti p < 0,05.
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Obr. 13 Graf linearni zavislosti % zastoupeni CLL B-lymfocytt proti logaritmu % zastoupeni
CLL MP v periferni krvi. Korela¢éni koeficient r = 0,88 ukazuje na piimou zavislost
vzniklych MP na pocétu malignich B-lymfocyti. P hodnota se rovna 0,00 pfi hladiné
vyznamnosti p < 0,05.
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Dale jsme sledovali, jestli je nami zjistény vztah ovlinén pohlavim a pouzitim
urcitého typu léCiva. V analyze byl porovnavéan vliv pohlavi u 45 mizu a 31 Zen
navztah CLL-B-lymfocyti a CLL MP. Z Obr. 14 vyplyva, Ze pohlavi na nas

stanoveny vztah nema piili§ velky vliv.
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Obr 14. Graf linearni zavislosti % zastoupeni CLL B-lymfocyta proti logaritmu % zastoupeni
CLL MP v periferni krvi s ohledem na pohlavi pacientd. Z grafu vyplyva, Ze pohlavi
nema prili§ velky vliv na tvorbu CLL MP.

To, zda i typ 1écby dokaze ovlivnit nas vztah pro tvorbu CLL MP bylo dokazovano
u pacientl leCenych le¢ivy BCR signalizace (n = 22) a imunoterapeutiky (n = 32).
V obou piipadech nebyl prokazan vliv pouziti 1é¢iv inhibitori BCR signalizace
(Obr. 15) nebo imunoterapeutik (Obr. 16) na vztah tvorby CLL MP a poctu CLL
B-lymfocytii. Zaroven je k tomu potfeba dodat, ze u obou skupin byl zahrnut 1€k
Ibrutinib, ktery byl zastoupen u skupiny inhibitord BCR signalizace 21 z 22 vzorku
a u skupiny imunoterapeutik 21 z 32 vzorkd. Pro zjiSténi vlivu imunoterapeutik
na formovani CLL MP je tedy do budoucna potieba ziskat vice vzorkd pacienti
1éenych jinym l1é¢ivem nez Ibrutinibem.
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Obr. 15 Graf linearni zavislosti % zastoupeni CLL B-lymfocytl proti logaritmu % zastoupeni
CLL MP v periferni krvi pii v zavislosti na 1é¢b&é pomoci inhibitort BCR signalizace.
Mezi sebou je porovnavano 22 pacientt lécenych (z toho 21x 1é¢ivo Ibrutinib) a 54
pacientl nelecenych inhibitory BCR signalizace.
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Obr. 16 Graf linearni zavislosti % zastoupeni CLL B-lymfocytl proti logaritmu % zastoupeni
CLL MP v periferni krvi v zavislosti 1é¢bé pomoci imunoterapeutik. 32 z 76 pacientl
bylo v dobé¢ analyzy 1é¢eno pomoci imunoterapeutik. Z toho u 21 pacientt bylo pouZito
lé¢ivo Ibrutinib (zahrnut i do inhibitorit BCR signalizace). Pro lepsi interpretaci

vysledk je tak potieba ziskani vétSiho mnozstvi dat.
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Ze ziskané rovnice ptimky Log (% CLL MP) = -4,3133 + 0,0704 *(% CLL
B-lymfocyty) (Obr. 13) jsme vytvofili predikci po¢tu CLL MP (Obr. 17). Tato
predikce je vztazend na % obsah CLL B-lymfocytl v periferni krvi. Z rovnice piimky
vyplyva, Ze kazdy 10% narast CLL B-lymfocytl zvysi pocet vytvoienych MP na

dvojnasobek.
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Obr. 17 Model poétu MP méfenych proti predikovanym hodnotam ziskanych z rovnice
piimky vztazenych pouze na % zastoupeni CLL B-lymfocytt. Sipka ukazuje skupinu
vysledk pacientd, pro které predikce selhdva. Jedna se o pacienty, u kterych byly
odebrany vzorky periferni krve po 1é€bé ve fazi minimalniho rezidudlniho onemocnéni
(MRN).

5.4 Trojbarevné experimenty CD5/CD19/CD52
Po analyze mikropartikuli pomoci antigenli CD5/CD19 byl nésledné také zkouman
vyskyt antigenu CD52 na povrchu CLL MP.

Podle prace Boysen et al., 2017 totiz dochazi pii in vitro stimulaci k poklesu
exprese antigenu CD52 u CLL B-lymfocyti, a naopak k nartstu pfimo na CLL MP.
Antigen CD52 by tak mél byt lepsi diagnosticky marker nez CD19 na povrchu
mikropartikuli. V rdmci dalSich experimentll byla realizovana trojbarevnd meéfeni
CD5/CD19/CD52 s cilem prozkoumat vzajemné zastoupeni antigenti na povrchu CLL
MP.
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Z prvnich vysledki méteni (Tab. 8) Ize vidét nariist poctu CLL MP v zavislosti
na meteni relativniho % zastoupeni dvojité pozitivnich znaki CD5/CD19, CD5/CD52
a CD19/CD52. Z uvedenych dat vyplyva, ze nejvétsi zastoupeni ma pozitivita znak
CD52/CD35, nasleduje CD52/CD19 a nejmensi mnozstvi signall je pfifazeno znakiim
CD19/CD5. V kontrolnich vzorcich (Tab. 8) ovSem byly také detekovany
pravdépodobné fyziologicky uvolnéné MP nesouci znaky CD52/CD19 a CD52/CD5.
Zejména dvojitd pozitivita znakit CD52/CD5 mutze u zdravych jedinci dosdhnout
srovnatelnych hodnot jako u pacienti. Dvojita pozitita znaktt CD19/CDS5 by méla byt
tak jako u ptedchozich kontrol velmi nizka. Detekované signaly jsou opét zplisobeny
fluoresCenénim presvitem, ne¢istotami nebo volnymi nenavazanymi protilatkami.

Stejny zavér Ize demonstroval na scattergramech pacient (Obr. 18), kde mizeme
vidét vetsi intenzitu signalu pro CLL MP se znaky CD52/CD5 a CD52/CD19 nez pro
CD19/CDS5. U méfeni antigenu CD52 také neni potieba ve zvolené sestavé protilatek
CD19/CD5 provadét kompenzaci. V tomto ptipade, tedy dochazi k mensi chybé pii
gatovani cilové oblasti vyskytu MP. U kontrolnich vzorkti (Obr. 19) je také ukazan
vyskyt signaldt MP se znaky CDS52/CD19 a CDS52/CDS, ktery miZe byt piifazen
k fyziologickym MP uvolnénych z B- i T-lymfocytu.

Pro ovéfeni, zda a jakou mérou dochazi k ovlivnéni vysledkd vlivem exprese
antigenu CD52, je potieba vEtsi pocet méteni a nasledné statistické zpracovani dat, coz

pfesahuje rozsah této prace.

Tab. 8 Ukazka vysledkt relativniho zastoupeni (%) MP v periferni krvi u pacientl
sdiagnozou CLL a u zdravych jedincu. Sledovana byla dvojitd pozitivita znaku
CD19/5, CD52/5 a CD52/19.

Pacient| Imunotypizace
B-lymfocyti (%) Imunotypizace CLL MP (%)
CD 19+/5+ CD 19+/5+ CD 19+/52+ CD 52+/5+
1. 39,1 0,80 0,86 1,11
2. 34,5 0,42 0,40 0,99
3. 6,7 0,21 0,26 1,01
4. 71,9 1,11 1,31 1,48
S. 0,07 0,01 0,10 0,23
Kontrolni skupina
1. — 0,07 0,09 1,05
2. - 0,05 0,08 1,13
3. — 0,08 0,12 1,50
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18 Vizualizované vysledky trojbarevného meéfeni CD5/CD19/CD52 u CLL MP
A) Porovnani vysledki méfeni pozitivity antigenu CDS5. Modré signaly jsou piifazeny
MP s pozitivitou CD19/CD5. Tmavé zelené signaly patii pro MP s CD52/CD5.
Z obrazku A je patrny vyssi vyskyt MP s antigenem CD52. B) Vizualizace CD19/CD5
MP po kompenzaci a CD52/CD5 MP bez kompenzace. C) Vizualizace pozitivity MP
s antigeny CD52/CD19 bez kompenzace.
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Obr. 19 Vizualizované vysledky trojbarevného méfeni CD5/CD19/CD52 u kontrolnich vzorkl
zdravych darcu krve. A) Gatovaci strategie pro pozitivitu antigenu CD5. Napocitano
10 000 signalt. Zelené¢ zvyraznény signal pfislus$i zaroven pozitivit¢ znaku CDS52.
B) Dvojita pozitivita CD19/CDS. Pravdépodobné zpisobena necistotami, nenavazanymi
protilatkami ¢i fluorescenénim piesvitem. C) Dvojita pozitivita znakt CD52/CD19
prislusici fyziologickym MP z B — lymfocytt. D) Dvojita pozitivita znaki CD52/CDS5.
Prislusi fyziologickym MP uvolnénych z T — lymfocyta.
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6 Diskuze

V této praci jsme prokazovali antigeny CD19, CD5 a CD52 na povrchu CLL
mikropartikuli. Exprese antigent CD19 a CD52 u CLL MP byla publikovana ve vice
védeckych pracich napi. Ghosh et al., 2010 (CD19), De Luca et al., 2017
(CD19/CD52) nebo Boysen et al., 2017 (CD19/CD52). Antigen CD5 byl detekovan
na povrchu CLL EV v praci Belov et al., 2016. V zadné ze zminénych praci nebyla
pro detekce MP/EV pouzita CFDA.

Hlavnim vystupem prace je zji$téni, Ze se vzrustajici nadlozi malignich B-lymfocytt
v periferni krvi pacienta stoupa také pocet z nich uvolnénych CLL mikropartikuli.
Ghosh et al., 2010 uvadi, ze pocet CLL MP stoupa Vv zavislosti na Raiové Skale, ktera
se mimo jiné stanovuje podle hodnoty lymfocytdzy. Spojitost mezi absolutnim poctem
B-lymfocyti a po¢tem CLL MP vySe citovani autofi nevyvratili ani nepotvrdili.
Rozdilny je také zptisob analyzy: CLL MP byly dle Ghosh et al. napted separovany
centrifugaci a nasledné analyzovany pomoci protilatek CD20, CD19, Anexinu V a
pfidanim kuli¢ek pro kalibraci v oblasti vyskytu MP.

V nasi praci jsme MP detekovali pfimo z nezlyzované Krve pacientd pomoci
barviva CFDA, kter¢ selektivné zna¢i mikropartikule a protilatek proti antigenim CD5
a CD19 pro charakterizaci CLL MP.

Nas analyticky protokol byl také navrzen pro rychlou laboratorni odezvu, ktera se
pohybuje veetné inkubace v ¢asovém rozmezi n€kolika desitek minut diky vynechani
pracovniho ukonu centrifugace, ktera v praci autort Ghost et al., 2010 prodluzuje
celkovy Cas analyzy do fadu hodin. Na druhou stranu nelze vyloudit vyssi variani
koeficient vysledkt z divodu mozné piitomnosti ne€istot a nenavazanych protilatek,
jelikoz MP nebyly pied analyzou separovany z periferni krve. K porovnani obou
zpusobu detekce CLL MP by bylo vradmci dalsiho vyzkumu potifeba zpracovat
simultani analyzu CLL MP ob&ma zptsoby.

Narust poctu MP na Raiové skale byl také potvrzen De Luca et al., 2017. MP byly
opét centrifugovany a znaceny pomoci Anexinu V a CD19, probéhla také vnitini
standardizace pomoci kalibracnich kuli¢ek. Autofi rovné€Z nenaSli asociaci mezi
absolutnim poc¢tem B-lymfocytt a z nich vzniklych CLL MP. Zaroven ale udavaji,
ze urovenl MP v periferni krvi je spojena s vysokou nadorovou nalozi.

U obou skupin 1é¢iv (inhibitory BCR signalizace a imunoterapeutika) nebyl

prokazan vliv na populaci CLL MP: Stejného zaveéru dosdhla prace autorit Boysen
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etal., 2017, kde bylo zjisténo, ze 1é¢ivo Ibrutinib nema vliv na spontanni tvorbu CLL
MP vin vitro podminkach. Jelikoz jako hlavni inhibitorem BCR signalizace byl
U pacientll nasi kohorty aplikovan praveé 1ék Ibrutinib, ktery jsme zaroven v analyze
zaradili také do skupiny imunoterapeutik, ziskané¢ poznatky naznacuji, ze tento 1ék
nema zadny vliv na populaci CLL MP. Nicméné podle Yeh et al., 2015 je 1é¢ivo
Ibrutinib schopno blokovanim BCR signalizace vyznamné snizit populaci dalsi
podskupiny extracelularni vezikul, a to exosomu. Funkénost BCR signalizace u CLL
B-lymfocytii je tak pravdépodobné vyznamné€j$i pro sekreci exosomli nez Pro
mikropartikule/mikrovesikule.

Podle Boysen et al., 2017 je pro detekci CLL MP vhodngjsi povrchovy antigen
CD52, ktery se nachazi ve vét§im mnozstvi na povrchu CLL B-lymfocytd a nasledné
i MP, nez antigen CD19. Naopak De Luca et al., 2017 dosahli pii analyze opa¢ného
vysledkt. Rozdil mize byt zplisoben zatazenim heterogenni kohorty pacient, ktera
byla analyzovana. Boysen et al. mél v kohorté pacienti vétsi mnozstvi ptipada s kratsi
dobou preziti a horsi progndzou, coz dokladaji vysledky cytogenetickych vySetieni.
Albirat et al. uz v roce 2004 ukazal, Ze vyssi hladiny antigenu CD52 jsou detekovany
U nemocnych pacientii s krat§i dobou pfeziti a hor§i cytogenetickou prognédzou
a podporuji obé verze zminénych autorti. V této praci nebyl ziskan dostatecny pocet
vysledkl pro zhodnoceni vyuziti tohoto antigenu pro analyzu. Pfi méteni byl prokazan
vyssi vyskyt CLL MP s dvojitou pozitivitou antigentt CD52/CDS5 nebo CD19/CD5 nez
pro CD19/CD5.

Problém ale miize spocivat v samotném vyskytu antigenu CD52. CD52, téz znamy
jako CAMPATH-1H, coz je 21 — 28 kDa velky glykopeptid pfipojeny k membrané pies
glykosilfosfatidylinositolovou kotvu. Tento glykopeptid se nachazi na B-lymfocytech,
ale zaroven i na T-lymfocytech (Rowan et al., 1998). Tato skute¢nost se ukazala
Vv kontrolnich vzorcich, kde doslo k detekci MP s fenotypem CD52/CD19 fadicim se
pod fyziologicky sekretovanym MP z B-lymfocyti a fenotypem CD52/CDS5 patiicim
K MP z T-lymfocyti. Ob¢ tyto skupiny tak mohou pfi analyze ovlivnit vysledek méfeni

a zpusobit nepiesnost.
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7 Zavér

Tato prace byla zaméfena na metodiku detekce mikropartikuli a jejich vyuziti
pro diagnostiku a sledovani odpovédi na 1é¢bu u nemocnych s chronickou lymfatickou
leukemii.

Jednd se o uzaviené membranové struktury velmi malych rozmérd, konstitutivné
vytvarené mnoha typy bunek, hrajici roli ve fyziologickych i patologickych procesech,
napf. v mezibunétné komunikaci, v regulaci hematopoézy, udrzovani mikroprostiedi
vcetné mikroprostfedi tumoru, v regulaci apotézy a podobné. Jsou rovnéz schopny
cilené transportovat $iroké spektrum proteini a RNA k akceptorovym bunkam, ¢imz
dopliuji ,.klasickou* cestu mezibunécné komunikace, zaloZenou na interakcich mezi
ligandem a receptorem, ktera je zprostiedkovana cytokiny, chemokiny, atd. a jejich
receptory.

V ramci teoretické ¢asti byla popsana nadiazena skupina mikropartikuli,
a to extracelularni  vezikuly. Nasledné¢ jsme se vénovali popisu formovani
mikropartikuli z matetské bunky a biologické a patologické funkci mikropartikuli.
Teoreticka Cast setaké zabyvala systematickym popisem chronické lymfatické
leukemie z hlediska diagnostiky, cytogenetiky a prognostickych faktort.

V praktické c¢asti byly metodou priutokové cytometrie detekovany CLL
mikropartikule. Pomoci statistické analyzy se podafilo prokazat zavislost poctu
mikropartikuli na velikosti nddorové naloze. Ovlivnéni populace MP v periferni krvi
bylo rovnéz zkoumano u terapeutik inhibitort BCR signalizace a imunoterapie.

Byl vytvoten a spéSné otestovan novy postup analyzy nadorovych mikropartikuli
pomoci mnohobarevné pritokové cytometrie. Oproti stavajicim postuptim bylo
pouzito znaceni pomoci CFDA, coZ umoznilo vynechat separaci piedpokladanych
mikropartikuli pomoci centrifugace. Ve vysledku tak doSlo k vyznamnému zkraceni
laboratorni odezvy, coz by vkonetném dusledku mohlo zrychlit detekci
mikropartikuli u hematologickych malignit obecné€ a nejen u chronické lymfocytarni
leukemie. Zaroven byl také demonstrovan zpiisob, jak 1ze metodu vylepsit a zpfesnit,
a to pouzitim antigenu CD52 misto CD19. Nicméné pro tyto ucely je potieba analyza
vetstho mnoZzstvi pacientd.

Mikropatikule jsou novym a doposud jen velmi mélo probddanym kompartmentem
tvofenym produkty rlznych typt bunék. Jejich vyznamny biologicky efekt, rychly

transport krevnim feCiStém a specificita, se kterou lze identifikovat jejich piivod,
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Znich ¢ini potencidlni diagnosticky cil, navic dosazitelny s minimalni invazivitou
odbérem periferni krve. Jednd se zejména o casnou detekci hematologickych
I solidnich tumorti, sledovani minimalni rezidualni nemoci, popi. o identifikaci
tumori, které nelze z riiznych divodl bioptovat.

Od nové metodiky ocekavime mimo vySe uvedeného i novy pohled
do problematiky interakci mezi nadorem a hostitelem, zvysSeni kvality stavajicich
vySetieni smérem k vyS$i sensitivité a specificit¢ cestou aplikace technickych
vylepSeni ziskanych pfi rozvoji nové metodiky a v neposledni fadé, vzhledem
k aktualnosti problematiky, hodnotny zdroj dat pro publikaci a pokracujici vyzkum.

Veskeré ziskané poznatky z této prace mohou oteviit nové moznosti v oblasti studia
a diagnostiky patologickych 1 fyziologickych mikropartikuli a zpfistupnit tuto

diagnostiku i pro diagnostické laboratoie v nemocni¢nich zafizenich.
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9  Seznam pouzitych zkratek

12*

Ak

Akt
AnxAl
ASC
ATM
Bcl-2
BCR
CCR5
CD
CDK
CFDA
CLL
COX
CXCR4
DLS
EM
EMP
EV

FC

FE
FISH
Flipassa
FS

FSC
HIV
HUVEC
ICHS
1-18
LDT
miRNA
MLC

Trisomie 12

Arachidonova kyselina

Protein kinasa B

Anexin Al

Apoptosis associated speck-like protein containing a CARD
Ataxia telangiectasia mutated

Protein B cell lymphoma — 2

B-bunécny receptor

C-C chemokinovy receptor typ 5
Diferenciancni skupina neboli cluster of differentiation
Cyklin dependentni kinasa
Karboxyfluoresein diacetat

Chronicka lymfatické leukemie
Cyklooxygenasa

C-X-C chemokinovy receptor typ 4
Dynamic light scatter

Elektronova mikroskopie

Endotelidlni mikropartikule

Extracelularni vezikuly

Fosfatidilcholin

Fosfatidilethanolamin

Fluorescenéni in situ hybridizace
Aminofosfolipid translokasa

Fosfatidilserin

Forward scatter

Virus lidské imunitni nedostate¢nosti

Lidské endotelialnich bunky umbilikalni zily
Ischemicka choroba srde¢ni

Interleukin 13

Zdvojovaci ¢as lymfocyti (lymfocyte doubling time)
MicroRNA

Myozinové lehké fetézce
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MP Mikropartikule

MRNA Messenger RNA

MRN Minimalni rezidualni nemoc

NF-xB Nukleérni faktor kB

NLRP3 Leucine rich repeat containing protein

nm Nanometr

NTA Nanoparticle cracking analysis

PAF Aktivator krevnich desti¢ek (platelet-activating factor)
PAF-AH Aktivator krevnich desti¢ek — acetylhydrolasa
PAI-1 Plasminogene aktivator inhibitor typu I

p27 Cyklin dependentni kinasovy inhibitor 1B
pb Par basi

PDMP Platelet-derived mikropartikule

PGE2 Prostaglandin E

PMN Polymorfonuklearni leukocyty

Rb Retinoblastomovy protein

RI Refraktivni index

ROCK 1 Serin/treonin Rho-associated protein kinasa |
RPS Resistive pulse sensing

Shh Sonic hedgehog

SM Sfingomyelin

SSC Side scatter

sTk Sérova tymidin kinasa

SB2-m Rozpustny B2-mikroglobulin

TNF-a Tumor necrosis factor

VEGF Vaskularni endotelialni rastovy faktor
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