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Seznam symboli a zkratek

APC — Allofykocyanin

APC-Cy7 — Allofykocyanin-cyanin 7

BCR — B-cell receptor (B-buné¢ny receptor)

bFGF — Basic fibroblast growth factor (bazicky fibroblastovy rustovy factor)
CCL2 — Chemokinovy ligand 2

CCL3 — Chemokinovy ligand 3

CCL14 — Chemokinovy ligand 14

CTLA-4 — Cytotoxicky T-lymfocytarni antigen 4

CRAB - Calcium elevated, renal failure, anemie, bone lesions (zvysena
hladina véapniku, selhani ledvin, anémie a patologické zlomeniny kosti)
CSFs — Colony stimulating factors (kolonie stimulujici factory)

CXCL12 — Chemokinovy ligand 12 s motive C-X-C

CXCR4 — C-X-C Motif chemokine receptor 4 (chemokinovy receptor 4
s motivem C-X-C)

FITC — Isothiokyanat

FSC — Forward scatter (ptimy rozptyl)

G-MDSC — Granulocytic myeloid-derived suppressor cells (granulocytarni
myeloidni supresorové bunky)

HSCs — Hematopoietic stem cells (hematopoetické kmenové bunky)
ICAM-1 — Intercellular Adhesion Molecule 1 (intracelularni adhezni
molekula 1)

IFN- y — Interferon gamma

IgH — Imunoglobulinovy tézky fetézec

IL-10 — Interleukin 10

IL-13 — Interleukin 13

IL-4 — Interleukin 4

IL-6 — Interleukin 6

IMC — Immature myeloid cell (nezrala myeloidni burnka)

KD — Kostni dien

LFA-1 — Lymphocyte function-associated antigen 1

M protein — Myeloma protein (myelomovy protein)
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MAdCAM-1 — Mucosal vascular addressin cell adhesion molecule 1

MDSC — Myeloid-derived suppressor cells (myeloidni supresorové buiky)
MGUS - Monoclonal gammopathy of undetermined significance
(monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu)

MIG — Monoklonalni immunoglobulin

MIP-1a — Macrophage inflammatory protein lalpha (makrofagovy zanétlivy
protein 1 alpha)

MIP-1p — Macrophage inflammatory protein 1beta (makrofagovy zanétlivy
protein 1 beta)

MKD — Mikroprostiedi kostni diené

MM — Mnohocetny myelom

M-MDSC - Monocytic myeloid-derived suppressor cells (monocytarni
myeloidni supresorové bunky)

MSCc — Mesenchymal stem cells (mesenchymalni kmenové buriky)

OPG — Osteoprotegerin

PBS — Phosphate buffer saline (fosfatovy pufr)

PD-1 — Programmed cell death protein 1

PE — Fykoerythryn

Pe-Cy7 — Fykoerythryn-cyanin 7

PerCP-Cy5.5 — Peridin-chlorofyl-protein-cyanin 5.5

PK — Periferni krev

PMD-MDSC - Polymorphonuclear myeloid-derived suppressor cells
(polymorfonuklearni myeloidni supresorové buiiky)

PMT — Photomultiplier tube (fotonasobic)

RANKL — Nukleéarni factor kappa B ligand

SD — Smérodatna odchylka

SMM - Smoldering myeloma (doutnajici myelom)

SSC — Side scatter (bo¢ni rozptyl)

TAMs — Tumor-associated macrophages (makrofagové asociované
s nadorem)

TGF- B — Transforming growth factor beta (transformujici ristovy factor
beta)
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Thl7 — Pomocné T17 lymfocyty

TNF- o — Tumor necrosis factor alfa (tumor nekrézni faktor alfa)
Treg — Regulaéni T-lymfocyty

VCAM-1 — Vascular cell adhesion molecule 1

VEGF — Vaskularni endotelidlni rastovy faktor

VLA-4 — Very late antigen-4
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file:///C:/Users/Uživatel/Desktop/Analýza/Knapová_bakalářská_práce__3.5.LK.docx%23_Toc102459116
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1 Uvod

Mnohocetny myelom je druhé nejcastéjSi hematoonkologické onemocnéni
charakteristické klonalni proliferaci myelomovych bunék v kostni dieni. Kli¢ovou roli
V patogenezi tohoto onemocnéni hraje mikroprostfedi kostni dien¢, kde dochéazi k radé
strukturnim a funkénim zménam. Dosud neni etiologie onemocnéni pln€ objasnéna
a progndza pro vétSinu pacientll neni piizniva. Je tedy vSeobecna snaha v hledani pficin
onemocnéni spolu s prognostickymi markery, které by napomohly ptedpovédét budouci
vyvoj onemocnéni a stanovit strategii 1écby. Tato prace se proto zaméfila na studium
zastoupeni myelomovych a imunitnich bun¢k v kostni dieni a periferni krvi u pacientt
S mnohocetnym myelomem.

Experimentalni cast bakalarské prace se zabyva imunofenotypizaci zakladnich
imunitnich bunék v kostni dieni a periferni krvi pacientli s mnohocetnym myelomem za
pomoci metody pratokové cytometrie. U pacientti s mnohoc¢etnym myelomem je srovnavano
zastoupeni myelomovych a imunitnich bunék mezi kostni dfeni a periferni krvi. Déle se
prace zabyva srovnanim zastoupeni myelomovych a imunitnich bunék v kostni dfeni
U podskupin pacientli s nové¢ diagnostikovanym mnohocetnym myelomem a pacientl

s progredujicim ¢i relabujicim mnohocetnym myelomem podstupujicich 1éCbu.



2 Cile prace

Vypracovani literarni reSerSe na téma nadorové mikroprostitedi u pacientd
s mnohocetnym myelomem.

Imunofenotypizace zékladnich imunitnich bunék v kostni dfeni a periferni krvi
u pacientd s mnohocetnym myelomem S vyuzitim metody prutokové cytometrie.
Srovnani zastoupeni myelomovych bunék a zakladnich imunitnich bun¢k mezi
kostni dfeni a periferni krvi u pacientii s mnohocetnym myelomem. Subanalyza
provedena u podskupin pacientii Snové diagnostikovanym mnohocetnym

myelomem a pacientil s progredujicim ¢i relabujicim mnohocetnym myelomem.



3 Literarni prehled

3.1 Mnohocetny myelom

Mnohocetny myelom (MM) je nadorové onemocnéni patiici mezi monoklonalni
gamapatie, které jsou charakterizovany maligni transformaci B-lymfocyti, jejich naslednou
klonalni proliferaci a akumulaci terminalnich vyvojovych stadii plazmatickych bunék
Vv kostni dieni. Maligni transformované plazmatické buiiky zptsobujici MM se nazyvaji
myelomovymi bunkami a jsou typické produkci abnormalniho monoklonalniho
imunoglobulinu  (MIG, M-proteinu), téz zvaného paraprotein (viz Obrazek 1).
Charakteristickymi symptomy MM jsou zvys$ena hladina vapniku, selhani ledvin, anémie
a patologické zlomeniny kosti. V odborné literatuie byvaji ozna¢ovany akronymem CRAB
(calcium elevated, renal failure, anemie, bone lesions) (Fairfield et al., 2016). MM je
onemocnéni S nékolika vyvojovymi stadii. Stddia monoklondlni gamapatie nejasného
vyznamu (MGUS = monoclonal gammopathy of undetermined significance) a doutnajiciho
MM (SMM = smoldering myeloma) se vyskytuji pted rozvojem aktivniho myelomu. Diky
rozvoji specializovanych molekularnich diagnostickych metod je mozné v¢asné odhaleni
brzkych stadii MM, bohuzel i navzdory pokrocilym metoddm je onemocnéni stale
nevylé¢itelné (Spicka et al., 2005). V soucasné dobé roste na poli hematoonkologickych
onemocnéni snaha o identifikaci novych prognostickych markerd, které by napomohly

Vv sestaveni u¢inné personalizované 1é¢by (Hanbali et al., 2017).

Normalni kostni dren Mnohocetny myelom

\q ; /
Erytrocyty /\...__.Q,,\ Plasmaticka

burika Myelomova

: Abnormalni imunoglobulin
Trombocyt burika (monoklonalni protein)

Imunoglobulin

© MAYO CLINIC

Obrazek 1: Ilustrativni porovnani vzhledu kostni dien¢ u zdravé osoby a osoby

s mnohocetnym myelomem (Pfevzato a upraveno z Mayo Clinic).
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3.1.1 Epidemiologie

MM se v porovnéni s jinymi nemocemi tohoto typu fadi mezi pomérné fidce se
vyskytujici nddorové onemocnéni. Dle udaju z mezinarodni databaze Globocan (IARC,
2020) kroku 2020 =zaujima MM vramci vSech diagnostikovanych nadorovych
onemocnénich pfiblizné 1 %. V ramci hematologickych malignit je druhym nejcastéji se
vyskytujicim onemocnénim, objevuje se v 15-20 % piipadd. Absolutni celosvétova
incidence za rok 2020 c¢inila ptiblizné 177 000 ptipadu, z toho ptiblizné 99 000 piipadl se
vyskytovalo u muzi a 78 000 u zen. U muzl je vyskyt MM 1,3x CastéjSi nez U zen.
Absolutni pocet zemielych ¢inil pfiblizné¢ 117 000 (Sung et al., 2021).

MM je Casto relabujici onemocnéni a v soucasné dob¢ neexistuje trvale G¢inna 1écba.
Incidence i mortalita dlouhodob¢ vzrista, na druhou stranu doba preziti, ktera je 5-10 let, se
stale prodluzuje (Becker, 2011). MM se typicky vyskytuje u star$i populace. Median véku
pii diagnodze je 69 let (Padala et al., 2021).

V Ceské republice byla k roku 2018 absolutni incidence 561 ptipadd, tj. 5,3 novych
ptipadi na 100 000 obyvatel. U Zen i muzu byla absolutni incidence podobna. V roce 2018
zemielo na nasledky MM 418 osob, tj. 3,9 umrti na 100 000 obyvatel (Krejéi et al., 2018).

3.1.2 Etiologie

Dle dosavadnich poznatki je vznik MM multifaktoridlni proces. Mezi faktory
vedouci k rozvoji MM se tadi napf. expozice radiaci, pesticidim ¢i jingym chemickym
latkam. Rizikovym faktorem je i obezita a vyssi vék. Dale se na rozvoji MM podileji faktory
genetické a epigenetické (Boyle et al., 2014). ZvySené riziko onemocnéni MM bylo
pozorovano u potomku rodi¢, kteti méli diagnézu MM. Etiologie MM vsak neni doposud

zcela objasnéna (Altieri et al., 2006).

3.1.3 Patogeneze

Patogeneze MM je zpusobena akumulaci mutaci genti v pamét'ovych B-lymfocytech
vznikajicich v zdrode¢nych centrech lymfatickych folikul. Postupné vznikajici
promyelomové buniky cirkuluji krevnim ob&hem a zachycuji se pomoci adhezivnich molekul
ve dfeflovém stromatu kostni dien¢. Kostni dfenl je postupné osidlovana zvySujicim se

po¢tem promyelomovych bun¢k indukujicich tvorbu fady cytokind (napi. IL-6, TNF-o)

diferenciacnim a antiapoptickym cytokinem (Indrak et al., 2006). Vyvinuté myelomové
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bunky produkuji vysoké hladiny monoklonalniho proteinu (M proteinu) a dalsi faktory
vedouci ke stimulaci aktivity osteoklasti zpusobujici kostni léze. Pokud pomér
myelomovych bunék v kostni dfeni pfesahne 50 %, jsou pocty a funkce osteoblastil
zodpovidajici za tvorbu nové kostni tkané€ vyrazné redukovany (Bataille et al., 1990; Bataille
etal., 1991).

V prubéhu patogeneze MM se uplatiiuje i aktivace bunéénych onkogenti, dysregulace
nadorovych supresorovych genli, chromozomalni aberace a zmény na molekularni urovni
spolu s provazanym pusobenim mikroprosttedi kostni diené¢ (MKD) (Indrak et al., 2006).

MKD je dynamické prostedi obsahujici navzajem komunikujici riizné typy bunék.
Myelomové buiiky V kostni dfeni jsou schopny si ostatni buiiky podmanit a vytvofit si
vhodné prostredi ke svému rustu (Fairfield et al., 2016). Podmanéni ostatnich bunék je
zprostiedkovano nékolika mezibunéénymi a vnitrobunéénymi signalizacnimi kaskddami
zahrnujicimi RANK/RANK/OPG, Notch, Wnt kaskaddy, chemokiny a interleukiny.
Ovladnuti mikroprostiedi kostni diené vede k postupné supresi osteoblasti a aktivaci
osteoklastli. ZvySend aktivace osteoklastl zpusobuje degradaci kostni hmoty
a tvorbu patologickych zlomenin kosti (Terpos et al., 2018). Postupnou progresi a akumulaci
genetickych mutaci se stdvaji myelomové bunky na MKD nezavislé. Nasledné mohou kostni
dfen opustit a metastdzovat krvi do jinych tkani a organd. V okamziku metastaze

myelomovych bunék je onemocnéni drastické a tézce 1é¢itelné (Chesi et Bergsagel, 2015).

3.1.4 Zmény u mnohocetného myelomu na molekularni Grovni

MM se vzdy vyviji progresi z asymptomatickych prekancerdznich stadii MGUS
a SMM. Existuji pfedevsim dvé skupiny cytogenetickych abnormalit podilejicich se na
rozvoji MGUS a SMM: 1) aneuploidie chromozomti a 2) strukturni aberace. Nejcastéjsi
formou aneuploidie chromozomt jsou hyperdiploidie chromozomu 3, 5,7,9, 11, 15,19 a 21,
vyskytujici se ptiblizné u 55 % pacientd. Strukturni aberace se vyskytuji nejcastéji ve formé
translokaci spfaZzenych s lokusem pro imunoglobulinovy tézky fetézec IgH na chromozomu
14. Vyskyt translokaci je ptiblizné u 40-50 % pacient (Corre et al., 2015). Translokace
zahrnuji pfemisténi genového lokusu pro imunoglobulinovy t&zky ftetézec (IgH)
Z chromozomu 14 (14q32.33) nejcastéji na chromozom 4, 6, 11, 14, 8, 12 nebo 20 a jsou
Casto spojeny s tvorbou hypodiploidniho karyotypu. Translokace vyskytujici se s vysokou
frekvenci u MM jsou t(4;14), t(6;14), t(11;14), t(14;16) a t(14;20) (Kumar et Rajkumar,
2018).



Béhem patogeneze z prekanceroznich stddii do MM se kumuluji Sekundarni
abnormality. Jedna se o delece chromozomi, inzerce, mutace nebo dalsi translokace.
Nejcastéjsi chromozomalni zmény u MM jsou delece na chromozomu 17 v oblasti 17p13
nebo translokace na chromozomu 8 t(8;14). Dalsimi abnormalitami pak mohou byt zmény
v oblasti dlouhych ramen chromozomu 1, jako jsou delece v tuseku 1pl2 nebo
amplifikacelq21. Dale se s vysokou frekvenci vyskytuji monosomie chromozomu 13 a del
13q, které se tfadi mezi nejCastéji se vyskytujici sekundarni cytogenetické abnormality
u MM. Monosomie chromozomu 13 je detekovana u 35-40 % pacient(, del 13q u 6-10 %
(Castaneda et Baz, 2019). U pacienti trpicich MM se vyskytuje fada mutaci gend,
nejvyznamngéj$i jsou pak mutace v genech NRAS, KRAS, FAM46C, DIS3, TP53, CCND1,
PNRC1, ALOX12B, HLA-A a MAGED1 (Chapman et al., 2011). Rychlost progrese do
symptomatického MM je ovlivnéna typem translokaci a deleci, které se u dané¢ho pacienta
vyskytuji. Delece t(4;14), t(14;16) a del(17p) jsou spojovany s vysokym rizikem progrese
do MM. Naopak t(11;14) a t(6;14) jsou spojovany s lep$i prognézou a pomalejsi progresi

onemocnéni (Hu et al., 2019).

3.1.5 Klinické projevy

Klinické projevy MM jsou pestré a vSichni pacienti netrpi stejnou Skélou potizi.
Nejcastéji pacienti s MM trpi bolestmi kosti zplisobené osteolyzou. Osteolyticka loziska jsou
viceCetna a mohou se nachdzet po celém téle. Bolest je vSak nejintenzivngjsi v oblasti
bederni patete, ktera je nejvice zatéZovana. Dal§im Castym jevem je porucha imunitniho
systému asociovana piedev§im s poruchou tvorby fady funkénich imunoglobulint. Zvysena
tvorba jednoho klonu protilatek vede k supresi funkce imunitniho systému a v kone¢ném
dasledku jsou pacienti s MM nachylnéjsi k patogentiim.

Dalsim castym klinickym projevem je myelomova nefropatie zptisobena poskozenim
ledvinovych tubulll lehkymi fetézci monoklondlnich protilatek. Myelomova nefropatie se
muze vyvinout az V nebezpecnou rendlni insuficienci, béhem které pacienti vyzaduji 1écbu
pomoci dialyzy (Spicka et al., 2005). Anemie, trombocytopenie, leukopenie jsou taktéZ
béznymi klinickymi projevy zptsobené pisobenim cytokinti ¢i potlacenim spravné funkce

kostni diené¢ myelomovymi bunkami (Adam et al., 2002).



3.2 Fyziologické mikroprostiedi kostni difené

Kostni dienn je mékka tkan nachdzejici se v dutinach kosti. Jednd se o hlavni

hematopoeticky organ a primarni lymfoidni tkan. Jeji stavbu lze rozdé€lit na tzv.

mezibunéény matrix a stromu. Stroma kostni dien¢ je slozena z hematopoetickych

a mesenchymalnich kmenovych bun¢k, které se dale diferenciuji do krevnich bunck,

osteoblastt, retikularnich bungk, fibroblastl, adipocyti a dalSich specializovanych bun¢k.

Mezibunéény matrix je tvofen retikularni siti tvofenou retikularnimi bufikami, cytokiny

a dalSimi biologicky aktivnimi latkami slouzici k vzédjemné bunééné komunikaci. MKD je

zasobeno krvi z cév a inervovano nervy (viz Obrazek 2) (PospiSilova et al., 2013).

MKD se bé¢hem Zivota dynamicky méni v zavislosti na okolnim prostiedi a stafi

¢lovéka. Tradi¢né se dle stavby déli na ¢ervenou, Zlutou a Sedou kostni dien.

Cervena kostni dieli je hematopoeticky aktivni s vysokym zastoupenim
hematopoetickych kmenovych bunék. Krevni buiiky vznikaji postupnym délenim
a diferenciaci. Béhem ontogeneze ¢loveéka dochazi k postupné redukci
hematopoetickych kmenovych bun€k za adipocyty. V dospélosti se Cervend kostni
dient vyskytuje pfedevsim v hrudnich kostech, zebrech, lebe¢nich kostech a panvi.
Zluta kostni dien je charakteristickd vysokym vyskytem adipocytt. Adipocyty
funguji pfedevsim jako energetickd rezerva pro lidsky organismus. Hematopoéza zde
kvili absenci hematopoetickych bun€k pfili§ neprobiha.

Seda kostni diefi vznika postupné ve staii ze zluté kostni diené. Adipocyty se

postupné nahrazuji vazivem ve denovych dutinach (Dylevsky, 2009).
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Obrazek 2: Mikroprostiedi kostni dfen¢ (Pfevzato a upraveno z Radiology Key).

3.2.1 Stroma kostni diené

Mesenchymalni kmenové buiiky (MSCs) jsou multipotentni kmenové buriky, které
se Vkostni dfeni vyskytuji Vv nizkém zastoupeni. Zaujimaji ptiblizn¢ 0,001-0,01 %
mononukledrnich bun¢k kostni diené. V soucasné dobé jsou ve stiedu zajmu védeckého
vyzkumu v rdmci regenerativni mediciny pro svilj vysoky terapeuticky efekt. Tvarem jsou
podobné fibroblastim (Bhat et al., 2021).

Fibroblasty jsou vietenovité bunky adherentniho typu, které produkuji proteiny
extracelularniho matrixu (napt. kolagen I). V kostni dfeni vytvafeji sité, kde sidli
hematopoetické buriky (Koller et Palsson, 1993). Typicky se vyskytuji v pojivové tkani, kde
zajist'uji jeji integritu. V soucasné dobé se na fibroblasty nahlizi jako na heterogenni
bunécnou populaci. Nejenom ze V ramci odlisSnych tkani Ize najit odlisné fibroblasty, ale
I v ramci jedné tkané€ se vyskytuji rizné subpopulace fibroblasti (typicky v kazi). Vyjma
produkce proteinli extraceluldrniho matrixu jsou nezbytné i pro regulaci imunitniho sytému,
mezibunéénou komunikaci nebo bunécénou diferenciaci. Jejich funkce vSak neni stale plné
objasnéna, nebot’ nebyly dosud nalezeny adekvatni markery pro jejich studium (Claeys
etal., 2020). Dle studie Ugurlu et Karaoze (2020) maji fibroblasty stejné jako MSCs
schopnost diferenciace do dalSich bunénych typi jako jsou osteoblasty, chondrocyty,
adipocyty a hepatocyty a s MSCs sdileji i podobné povrchové markery. Podobnost



fibroblastii s MSCs byly potvrzeny i dalSimi studiemi (Blasi et al., 2011, Sabatini et al.,
2005).

Adipocyty jsou buriky Vv kostni dfeni, které jsou soucasti tzv. tukové tkané kostni
difené¢ (MAT). Behem vyvoje ¢lovéka dochazi k jejich akumulaci a u dospélého ¢loveka
zastupuji az 70 % kostni dfené. Funkce MAT neni v dosavadni dobé pochopena.
Pravdépodobné ovliviuje osteogenezi a hematopoézu (Fazeli et al., 2013).

Endotelialni buriky se vyskytuji na vnitini stén¢ krevnich cév. Vytvareji bariéru
mezi krevnim feCiStém a tkdnémi. Svoji Cinnosti se podileji na regulaci trombozy,
trombolyze, pfichytavani krevnich desticek a vychytavani bunck zkrevniho feciste.
Znamymi adhezivnimi molekulami endotelialnich bunék jsou ICAM-1, ICAM-2 a VCAM
(Sumpio et al., 2002).

Hematopoetické kmenové buiiky (HSCs) jsou multipotentni butiky se schopnosti
postupné diferenciace do vSech typu krevnich bun€k a schopnosti sebeobnovy. Proces
diferenciace se nazyva hematopoéza neboli krvetvorba a pro jeji spravné fungovani je nutna
kooperace i dal$ich typt bunék vyskytujici se v blizkém okoli. HSCs se vyskytuji v kostni
dfeni v tzv. nikdch neboli specifickych mikroprostfedich, které jsou nutné pro spravné

fungovani hematopoézy (Penka et Tesafova, 2011; Schofield, 1978).

3.2.2 Hematopoéza

Hematopoéza je proces vzniku novych krevnich bunék. V naSem téle probiha
neustale, ponévadZz organismus potfebuje obnovovat své krevni bunky po cely zivot.
U dospé€lého c¢loveka je hematopoéza v Cervené kostni dieni realizovana diferenciaci
multipotentnich HSCs. Multipotence je schopnost bunék se diferenciovat do jakéhokoliv
bunééného typu v ramci tkdné svého vyskytu. Hematopoetické kmenové builky davaji
vzniknout v§em typiim krevnich bun¢k. Kromé schopnosti multipotence jsou navic schopné
se obnovovat a po cely Zivot organismu zajistit jejich dostatek. Systém hematopoézy je
dosud povétSinou chapan jako hierarchicky proces, na jehoZ vrcholu sidli hematopoetické
kmenové bunky (viz Obrazek 3) (Raza et al., 2021). Z hematopoetické kmenové bunky se
oddéluji dvé zakladni vétve: lymfoidni a myeloidni. Z myeloidni vétve vznikaji postupnou
diferenciaci erytrocyty, trombocyty, granulocyty (neutrofily, basofily, eozinofily),
monocyty a nékteré dalsi specializované krevni buniky. Z lymfoidni vétve se vyvijeji

B-lymfocyty, T-lymfocyty a NK buiikky. Hematopoéza je fizenym procesem biologicky



aktivnich latek vyskytujicich se v MKD, kterymi jsou napt. peptidové hormony CSFs
(colony stimulating factors) (Jilek, 2014).
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Obrazek 3: Zakladni schéma hematopoézy (Ptevzato a upraveno z Difference
Between).

3.2.3 B-lymfocyty a jejich vyvoj

Vyvoj B-lymfocyti vychazi z lymfoidni progenitorové buiiky vznikajici v ¢ervené
kostni dfeni. Zde dochazi k preskupovani genti kddujicich variabilni ¢asti lehkych i tézkych
fetézc imunoglobulinovych molekul, které déavaji vzniknout receptoru pro antigen
B-lymfocyti (BCR = B-cell receptor). Vznik funkéniho BCR je striktné kontrolovan
a Vv ptipadé nefunkéniho ¢i autoreaktivniho BCR dochazi k apoptoze B-lymfocyta.
Z Cervené kostni dfené migruji nezralé B-lymfocyty do perifernich lymfatickych organd
(mizni uzliny, slezina, slizni¢ni lymfaticka tkan), kde dochézi k diferenciaci do terminalnich
vyvojovych stadii, jimiz jsou plazmatické ¢i pamétové B-lymfocyty. Dokonceni vyvoje
B-lymfocyti probihda diky kontaktu s antigenem iniciujici somatické hypermutace na
molekularni Grovni. V pfipadé kontaktu samotného nezralého B-lymfocytu s antigenem

dochazi k diferenciaci do plazmatického B-lymfocytu secernujiciho pouze IgM izotyp
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protilatek. K ptesmyku na dalsi izotypy imunoglobulint (IgA, IgG, IgD, IgE) je nutna
koaktivace specializovanymi T-lymfocyty prostiednictvim adhezivni a kostimulacni

molekuly CD40/CD40L. Pro aktivaci je vyznamné i piisobeni cytokini (Spicka et al., 2005).

3.3 Mikroprostredi kostni direné U mnohocetného myelomu

MKD je u MM charakteristické akumulaci myelomovych bun¢k v mnozstvi vétSim
nez 10 % (Charlinski et Jurczyszyn, 2020). MKD hraje v patogenezi MM dilezitou roli.
Homeostaza MKD je myelomovymi bufikami narusena V jejich prospéch, kdy dochazi
k podpoie proliferace, pieziti, migrace a 1ékové rezistence (Podar et al., 2009). Hypotéza
recipro¢niho vztahu mezi nadorovymi bunikami a zdravym okolnim mikroprostredim byla
navrzena uz V roce 1889 anglickym chirurgem Stephenem Pagetem pod oznacenim ,,Seed
and soil hypothesis® a je platna i u jinych nadorovych bunék a jejich mikroprostiedich
(Paget, 1889).

Pro osidleni a remodelaci MKD myelomovymi buiikami jsou vyznamné pfedevsim
adhezivni molekuly a cytokiny slouzici k vzajemné interakci s MKD a k indukci
vnitrobunéénych biochemickych mechanismi vedouci k pozménéni MKD ve prospéch
myelomovych bunék (Spicka et al., 2005). Myelomové buiiky se po uréité dob& mohou stat
na MKD nezavislé. Opoustéji MKD a migruji skrze cévni systém do dalSich tkani, kde
utvareji loziska. Onemocnéni se pak vyviji do agresivni formy extramedularniho

plazmocytomu (Bansal et al., 2021).

3.3.1 Osidleni mikroprostiedi kostni dfené myelomovymi buiikami

Myelomové buiiky se zachycuji v kostni dfeni pomoci viceCetné selektivni adheze
k endotelialnim bunikdm nachazejicich se na rozhrani kapilar a MKD (Vanderkerken et al.,
2000). Po adhezi pronikaji hloubé&ji do kostni dfené¢ a adheruji k ostatnim stromalnim
bunkam kostni dfené, ¢imz se 1épe zakotvuji do MKD. Vazba k endotelialnim bunkam je
fizena n€kolika adheznimi spoji. Dllezitd je predevSim vazba skrze CXCL12 a CXCRA4.
Chemokinovy ligand CXCL12 (téz oznacovany jako SDF-1) exprimovany endotelialnimi
bunikami (Alsayed et al., 2007) zprosttedkovava vazbu na chemokinovy receptor CXCR4
exprimovany na povrchu myelomovych bunék (Moller et al., 2003). Vazba receptoru
CXCR4 s ligandem CXCL12 zvysuje aktivitu receptoru VLA-4 (041/CD138) na povrchu
myelomovych bunék (Sanz-Rodriguez, 2001), jehoz ligandem je VCAM-1 exprimovany

endotelialnimi bunkami (Elices et al., 1990) a glykoprotein extracelularniho matrixu
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fibronektin (Wayner et al., 1989). Upevnéni myelomovych bunék do MKD je timto
zpusobem zesileno. V adhezi myelomovych bun¢k se dale uplatiuje integrin o4p7
exprimovany myelomovymi bunikami (Neri et al., 2011) vazajici se ha mukoézni vaskularni
adresin MAdACAM-1 (Berlin et al., 1993) a E-cadherin exprimovany endotelialnimi buitkami
(Turel, 1998). Vazba myelomovych bun¢k v MKD na bunky stromalni je zprostifedkovana
pfedevsim pomoci adheznich molekul VLA-4, CD44 a LFA-1 (Lokhorst et al., 1994).

3.3.2 Remodelace mikroprostiedi kostni difené myelomovymi buiikami

Hlavnim proliferacnim faktorem myelomovych bungk je interleukin-6 (IL-6) (Zhang
et al., 1989). IL-6 je pleiotropni cytokin (Andus et al., 1987; Snick et al., 1988) a je
produkovan fadou stromatickych bunék (Klein et al., 1989). Jeho produkce se po adhezi
myelomovych bun¢k k bunikam stromatu zvysuje a tim dochazi k podpoie zivotaschopnosti
myelomovych bunék (Uchiyama et al., 1993). Kromé parakrinniho plsobeni je IL-6
produkovan i autokrinnim zptisobem samotnymi myelomovymi butikami (Hata et al., 1993;
Kawano et al., 1988). Produkce IL-6 je krom¢ receptoru pro IL-6 fizena i skrze receptor
CD40 na povrchu myelomovych bunék. Stimulaci receptoru CD40 dochazi k dal§imu
zvySeni exprese IL-6 a podpofte ristu a preziti myelomovych bun¢k (Urashima et al., 1995).
V MKD pak postupné dochazi i za ucasti dalSich cytokint, jako jsou vaskularni endotelialni
rastovy faktor (VEGF) a bazicky fibroblastovy rustovy faktor (bFGF), ke zvySeni
angiogeneze. VEGF, jenz je sekretovan stromalnimi i myelomovymi bunkami, kromé
angiogeneze podporuje taktéz proliferaci myelomovych bun¢k a indukuje produkci IL-6
stromalnimi butikami (Gupta et al., 2001).

Pro MM je charakteristicka dysregulace v kostnim metabolismu vedouci ke zvySené
resorpci kostni hmoty, tedy ke zvySené aktivité osteoklastll. ZvySena resorpce kostni hmoty
zpusobuje kostni 1éze a tvorbu patologickych zlomenin (Oyajobi, 2007). V aktivaci
a diferenciaci osteoklastl je podstatny ligand pro receptor aktivatoru nuklearniho faktoru
kappa B (RANKL). RANKL indukuje diferenciaci osteoklastli vazbou na sviij receptor
RANK exprimovany osteoklasty (Burgess et al., 1999) a jeho antagonistou je
osteoprotegerin (OPG) (Lacey et al., 1998). U pacientti s MM je ptsobenim myelomovych
bunck indukovana vyssi exprese RANKL a sniZzend exprese OPG stromdlnimi buitkami
(Roux et al., 2002) a to prostiednictvim bunééné adheze myelomovych bun¢k ke stromalnim

bunkam skrze VLA-4/VCAM-1 interakci (Giuliani et al., 2001). V aktivaci a diferenciaci
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osteoklastl figuruji rovnéz makrofagové zanétlivé proteiny-1-alfa a beta (MIP-1a, MIP-1p)
produkovany myelomovymi bunikami (Abe et al., 2002).

3.3.3 Bunécéné slozky mikroprostiedi kostni difené u mnohocetného myelomu

Mezi bunécné populace ptitomné v MKD se fadi osteoblasty, osteoklasty, osteocyty,
adipocyty, retikularni bunky, endotelialni buriky, erytrocyty, trombocyty, B-lymfocyty,
T-lymfocyty, neutrofily, basofily, eosinofily, makrofagové a myeloidni supresorové bunky
(Pospisilova et al., 2013). V této praci jsou popsany bunééné populace, které jsou béhem
patogeneze MM nejvyznamng;si.

Makrofagy jsou specializované fagocytujici buniky vyvijejici se z monocyti. Jedna
se o builky s jednim jadrem a vysoce granuldrni cytoplazmou. Morfologie makrofagu je
nestejnorodd a vtadé tkani se vyskytuji morfologicky odlisné varianty jako napf.
Kupfferovy bunky v jatrech, mikroglie v mozku nebo osteoklasty v kostech (Peakman et
Vergani, 2009). Makrofagy jsou vyznamné ve fungovani imunitniho systému. Aktivuji
buniky imunitniho systému béhem infekce sekreci prozanétlivych mediatori a fagocytuji
patogeny a poskozené bunky. Tradi¢né se déli na dvé skupiny M1 a M2 dle zptisobu své
aktivace. M1 makrofagy jsou aktivovany prozanétlivym cytokinem interferonem-y (IFN-y)
a fagocytuji odumielé a degradujici buniky v misté tvoticim zanét. M2 makrofagy se vyvijeji
po stimulaci IL-4 a IL-13 a stimuluji hojeni a regeneraci poSkozenych tkani produkci
se nadoru dochdzi k ¢asté infiltraci makrofagu do tkani postiZenymi rakovinnymi buiikami,
oznacujicich se jako makrofagy asociované snadory (TAMS, tumor-associated
macrophages). TAMs podporuji rist nadorovych bunék a angiogenezi (Burke et Lewis,
2002). Role makrofagh v MKD a v patogenezi MM je vyznamna (Zheng et al., 2009).
V MKD dochazi pisobenim chemokini CCL3, CCL14, CCL2 exprimovanymi
myelomovymi a stromalnimi bufikami k chemoatrakci monocytd do MKD, kde je jejich
vyvoj stimulovan do TAMs (Li et al., 2015). U pacientd v progresivni fazi onemocnéni je
infiltrace TAMs v kostni dfeni vyssi oproti pacientim Vv remisi. ZvysSena infiltrace TAMs
Vv kostni dfeni je proto asociovana s hor$i prognozou a stupen infiltrace by mohl fungovat
jako jeden z potencionalnich prognostickych markerti (Chen et al., 2020).

Myeloidni supresorové buiiky (MDSC, myeloid-derived suppressor cells) jsou
heterogenni skupinou bun¢k vznikajicich z nezralych myeloidnich bun¢k (IMC, immature

myeloid cell) béhem patologického stavu. Za normalnich podminek se IMC v kostni dieni
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diferenciuji do zralych granulocytt, makrofagii a dendritickych bun¢k. U MM je
diferenciace IMC do zralych bunék inhibovana a IMC se rozvijeji v MDSC (Gabrilovich
et Nagaraj, 2009). MDSC buriky se tradi¢né déli na dvé podskupiny: monocytarni MDSC
(M-MDSC) a polymorfonuklearni nebo také granulocytarni MDSC (PMN-MDSC/G-
MDSC) (Gabrilovich et al., 2012). Lidské MDSC jsou CD33" a CD11b* a zaroven
neexprimuji markery typické pro zralé¢ lymfoidni a myeloidni buiky. M-MDSC a G-MDSC
Ize rozlisit na zaklad& rozdilné exprese vicero znakt. M-MDSC jsou CD11b" CD14* CD15
HLA- DR'®"" zatimco profil G-MDSC je CD11b* CD14" CD15* (Bronte et al., 2016).
M-MDSC jsou u pacientti s MM zvySeny jak v kostni dfeni, tak v periferni krvi. MnoZzstvi
vyskytujicich se M-MDSC je asociovano s progresi MM. Pacienti v pokroc¢ilém stadiu MM
maji vyssi pomér M-MDSC v periferni krvi oproti pacientim v mén¢ pokrocilém stddiu MM
(Wang et al., 2015).

Cytotoxické T-lymfocyty odstranuji poSkozené a napadené buiky. Jsou
charakteristické vyskytem kostimula¢ni molekuly CD8, pomoci které rozpoznavaji HLA
molekuly I. tiidy (Jilek, 2014). ZvySené zastoupeni cytotoxickych T-lymfocytd v periferni
krvi pacientti s MM je asociovano s lepsi progndzou onemocnéni (Brown et al., 1997).

Dalsim subtypem T-lymfocytli jsou pomocné T17 lymfocyty (Thl7), které jsou
charakteristické uvolnovanim prozanétlivého interleukinu 17 (Jilek, 2019). U pacientt
S MM lze pozorovat zvySené mnozstvi Thl7 v kostni dieni a periferni krvi a zaroven podporu
rastu myelomovych bunék pisobenim interleukinu 17 (Prabhala et al., 2010).

Regula¢ni T-lymfocyty (Treg) se fadi mezi subpopulaci T-lymfocyti, jejichz hlavni
funkei je regulace imunitniho systému proti vlastnim antigentim. Potlacuji ptisobeni
autoreaktivnich T-lymfocytu, které nebyly odstranény apoptoézou (Joshua et al., 2008).
Gershon et Kondo (1970) byli prvni, ktefi popsali Treg na mySich modelech. O par let
pozdéji Fujimoto et al. (1975) popsal negativni ptisobeni Treg v patogenezi rakoviny na
mySich modelech. Na Treg se zacalo nahlizet jako na buiiky podporujici rist rakoviny.
Mnozstvi Treg je u pacientli trpicich hematoonkologickymi onemocnénimi zvySena
(Heimberger et al., 2008; Liyanage et al., 2002; Ormandy et al., 2005) a to i u pacientd
s MM (Beyer et al., 2006). Avsak dle jinych studii je mnozstvi Treg u pacienti s MM sniZena
(Gupta et al., 2011). Role Treg je tedy stale rozporuplna a vyzaduje dalsi vyzkum.

Neutrofily jsou typem bilych krvinek s polymorfonuklearnim jadrem a granularni
acidofilni cytoplazmou, jejichz hlavni funkce je fagocytéza patogenu (Jilek, 2019).
U pacientd s MM neutrofily vykazuji odlisnou morfologii oproti ,,klasickym* neutrofilim

(Puglisi et al., 2019). Neutrofily vyskytujici se v kostni dfeni pacienti s MM maji
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up- regulovany geny CSK, GSA, MEGF, PGM1 a PROK?2, které jsou taktéz asociovany
s progresi z MGUS do stadia aktivniho MM (Romano et al., 2020).

3.4 Pritokova cytometrie

Pritokova cytometrie je moderni molekularn¢ biologickd metoda pouZzivana
k identifikaci bun€k na zakladé detekce jejich specifickych znakt. Zakladni princip metody
spoCiva v ozafeni bun¢k paprskem laseru o dané vinové délce a detekovani odrazeného
svétla. Skrze paprsek laseru jsou bunky sefazeny jednotlivé vedle sebe v tenkém proudu
tekutiny a jsou zaznamenavany jako jednotlivé udalosti. Kazda udalost je charakteristicka
svou relativni velikosti, relativni granularitou a relativni intenzitou fluorescence
(Ormerod, 2000). Relativni intenzita fluorescence je piimo umérna mife exprese
zkoumaného znaku oznaceného specifickou monoklonalni protilditkou konjugovanou
s danym fluorochromem. Pouzitim fluorochromu 1ze u bunék sledovat i dal$i bunééné znaky
jako napftiklad povrchové znaky, mnozstvi DNA ¢i pfitomnost proteint (viz Obrazek 4)
(Givan, 2013).

cell suspesion

<— Sheath fluid

Flow chamber

in single file

Laser (light source)

~

U0

Cell sorting

2P 0 0 O

Obrazek 4: Zakladni princip pratokového cytometru (Pfevzato z Creative
Diagnostics).

Zakladni systémy pritokového cytometru jsou fluidika, optika a elektronika.

e Fluidni systém unasi vzorek pfistrojem v tzv. nosné tekutin¢ (sheath fluid)
a fokusuje vzorek do tenkého proudu, vnémz jsou buinky separovany

jednotlivé za sebou. Fokusace proudu je provedena hydrodynamickou

15



fokusaci. Analyzovany vzorek musi byt vzdy pro méfeni pritokovym
cytometrem piipraven v suspenzni formé.

e Opticky systétm ma za ukol ozéafeni jednotlivych bunck excitatnim
laserovym zafenim a detekci rozptyleného a emisniho zéfeni. Pfed detekci je
zéfeni dle své vinové délky soustavou dichroickych zrcadel rozdéleno.

e Elektronicky systém pievadi emisni svétlo ¢i fluorescencni zatfeni do
elektrickych signal. Pomoci fotonasobi¢e (PMT) jsou absorbovany
odrazené fotony, které excituji v PMT detektoru elektrony. Elektrodami je
nasledné produkovéano napéti, které signaly elektronti zesili. Proporciondlné
k mnozstvi piichazejicich foton jsou elektrodami generovany elektrické

signaly, které jsou zobrazeny ve form¢ kvantitativnich dat (Ormerod, 2000).

Cast excitatniho laserového zateni, které dopadne na buiiku, se rozptyli a excituje
fluorochromy navadzané na bunice. Fluorochromy poté pohlcené zaieni uvolni ve formé
fluorescencniho zateni. Rozptylené i fluorescenéni zateni je optickym systém detekovano
a pro kazdou jednotlivou bunku zaznamenano elektronickym systém jako jednotliva udalost
charakteristickd ¢asem detekce, forward scatterem (FSC), side scatterem (SSC)
a relativni intenzitou fluorescence V jednotlivych detekénich kanalech. FSC odpovida
rozptylenému zafeni ve sméru dopadajiciho laserového zéafeni a jeho intenzita je pfimo
umérnd velikosti méfené buiikky. SSC odpovida rozptylenému zéateni odliSného sméru
dopadajiciho laserového zatfeni a jeho intenzita je pfimo imérna granularité uvnité bunky.
Prichodem buiiky skrze laserovy paprsek dochdzi ke zvySovani produkovaného napéti, které
dosahne maxima v okamziku ozafeni nejsirsi ¢asti bunky, poté napéti klesa az k nule. Proces
lze graficky vyjadiit ve formé kiivky s charakteristickou vySkou, Sitkou a plochou pod

kiivkou (viz Obrazek 5) (Givan, 2013).
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Laser
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Obrazek 5: Tvorba signalu u prutokového cytometru (Pfevzato a upraveno

z Labome).

Zakladni grafické zobrazovani cytometrickych dat je pomoci histogramu
a scattergramu. Histogram zobrazuje jednotlivé udalosti s piislusnymi hodnotami relativni
intenzity fluorescence v jednom méteném kanalu. Scattergram zobrazuje hodnoty relativni
intenzity fluorescence ve dvou métenych kanalech v kartézské soustavé souradnic.

Pii méfeni vzorkd s vyskytem vicero populaci a subpopulaci bunék se k jejich
identifikaci pouziva tzv. gating. Gate je urcity vybér z celého souboru naméfenych dat
zobrazenych v podobé scattergramu. Data uvnitf gatu sdili stejné nebo podobné

charakteristiky (viz Obrazek 6) (Adan et al., 2017).
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Obrazek 6: Scattergram FSC-A/SSC-A s gaty pro lymfocyty, monocyty

a neutrofily v periferni krvi pacienta s mnohoc¢etnym myelomem.
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4 Material a metody

4.1 Biologicky material

K analyze byly pouzity vzorky kostni diené¢ (KD) a periferni krve (PK) od 58
pacienti s MM. Odbér vzorkt byl proveden na Hemato-onkologické klinice Fakultni
nemocnice v Olomouci mezi lety 2019-2021. Biologicky material byl odebiran do
zkumavky s transportnim médiem (5ml RPMI + 3 kapky heparinu) ¢i do EDTA zkumavky
(zkumavka s pridavkem soli kyseliny etylendiaminotetraoctové: Ko — EDTA, Kz — EDTA).
Nasledn¢ byly vzorky transportovany do laboratote. Piehled souboru pacientt je znazornén
v Tabulce 1.

Odbér a naslednd prace se vzorky KD a PK byly umoznény po ziskdni
informovanych souhlasti pacientd.

Pacienti byli rozdéleni do dvou podskupin dle vyvojového stadia MM, kde prvni
podskupinu tvofili pacienti s nové diagnostikovanym aktivnim MM (D) a druhou

podskupinu tvofili pacienti s progredujicim ¢i relabujicim MM podstupujici 1é¢bu (R).

Tabulka 1: Charakteristika souboru pacientt.

D R Celkem
Pocet pacientii 23 35 58
Muzi / Zeny 14/9 17/18 31/27

D — pacienti s nové diagnostikovanym mnohocetnym myelomem

R — pacienti s progredujicim ¢i relabujicim mnohocetnym myelomem podstupujici 1ébu
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4.2 Schéma prace

Alikvotace vzorku + piidani protilatek
5
‘ =1
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Centrifugace Lyzace erytrocytu
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Obrazek 7: Schéma postupu prace pii imunofenotypizaci zdkladnich imunitnich
buné¢k ve vzorcich kostni dfené a periferni krve pacientl s mnohoc¢etnym myelomem
(Pfevzato a upraveno z AlphaTec, Brand group, Idnes, Istock, Rehabilitace.info, Shsmu,
Standard of care, Vecteezy).
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4.3 Laboratorni zpracovani vzorkiu kostni diené a periferni krve

Nejdtive byl pro kazdy biologicky material napipetovan do Sesti 5ml zkumavek pro
prutokovou cytometrii (BD Falcon) po 25 ul BD Horizon Brilliant Stain Buffer, ktery slouzi
ke stabilizaci polymernich fluorochromu typu Brilliant. Nasledné byly pfidany piislusné
protilatky konjugované s fluorochromy (viz kapitola 4.4 Imunofenotypizace vzorkt kostni
dfené a periferni krve). Do piipravenych zkumavek s protilatkami byly poté ptidany po 50
ul vzorky KD a PK. Po promichani a 20 minutach inkubace za laboratorni teploty ve tmé
byla provedena lyzace erytrocytl piidanim 3,5 ml vychlazeného lyza¢niho roztoku (4 °C).
Lyzac¢ni roztok byl se vzorky peclivé promichén a ponechan k ptisobeni po dobu 5 min.
Nasledné byla provedena centrifugace (400 rcf, 7 min, 20 °C). Vznikly supernatant byl
odstranén slitim do odpadni lahve a bunéény pelet byl resuspendovan ve 2 ml PBS. Vzorky
byly poté znovu centrifugovany (400 rcf, 7 min, 20 °C). Supernatant byl op&t odstranén
slitim do odpadni ldhve a bunéény pelet resuspendovan v 0,5 ml PBS. Poté nasledovalo

méfeni vzorkd na prutokovém cytometru BD FACSAria Fusion Cell Sorter.

4.4 Imunofenotypizace vzorki kostni diené a periferni krve

Imunofenotypizace, tedy identifikace bun¢k pomoci intracelularnich a povrchovych
znaki, byla provedena pomoci souboru protildtek charakterizujici konkrétni bunécné
populace (viz Tabulka 2). Dle postupu pii zpracovani vzorki KD a PK (viz kapitola 4.3
Laboratorni zpracovani vzorkd kostni diené a periferni krve) byl pfidan 1 pl protilatky proti
znakim CD3, CD4, CD8, CD11b, CD14, CD15, CD16, CD19, CD20, CD25, CD33, CD38,
CD45, CD49d, CD56, CD62L, CD64, CD66b, CD86, CD127, CD138, CD152, CD163,
CD181, CD182, CD183, CD184, CD185, CD192, CD197, CD274, CD279 a HLA-DR,
konjugované s fluorochromy FITC, PE, PerCP-Cy5.5, PE-Cy7, APC, APC-Cy7, Brilliant
Violet 421, Brilliant Violet 510, Brilliant Violet 605, Brilliant Violet 650, Brilliant Violet
711, Brilliant Violet 785. Pro uréeni hranice pozitivni exprese ve vzorku ¢i na jednotlivych
subpopulacich byly pro kazdy vzorek kromé specifickych protilatek pouzity rovnéz
nespecifické protilatky izotypové kontroly.

Panel byl sestaven nejen pro nasi analyzu imunitnich populaci v KD a PB u pacientt
s MM (viz Tabulka 2), ale také pro dalsi vyzkum probihajici na Ustavu imunologie Lékaiské
fakulty Univerzity Palackého spolecné s Fakultni nemocnici Olomouc. Proto nékteré métené

znaky nebyly hodnoceny.
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Tabulka 2: Kombinace protilatek proti pfislusnym znaktim vyuzité pro

charakterizaci imunitnich bunék v kostni dieni a periferni krvi u pacient s mnohocetnym

myelomem.
Buiiky imunitniho systému Kombinace znaki
Leukocyty CD45*
T-lymfocyty CD3*
Pomocné T-lymfocyty CD3* CD4*
Cytotoxické T-lymfocyty CD3*CD8"
Regula¢ni T-lymfocyty CD4* CD25* CD127
B-lymfocyty CD3 CD19"
Klasické monocyty CD14" CD16
Intermediarni monocyty CD14* CD16"
Neklasické monocyty CD14 CD16"
Neutrofily CD15" CD16"
M-MDSC HLA-DR CD33* CD11b* CD66b
G-MDSC HLA-DR CD33*CD11b* CD66b*

4.5 Statisticka analyza

Numerické hodnoty ziskané pomoci priatokové cytometrie byly vyhodnoceny
statistickym softwarem GraphPad Prism 8.01 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA).
K nalezeni vhodného statistického testu byl pouzit Shapirav-Wilkuv test normality dat. Pro
porovnani parovych vzorkii KD a PK snenormalnim rozdélenim byl pouzit parovy
neparametricky Wilcoxondv test. Pro data s normalnim rozdélenim byl pouzit parovy
parametricky t-test. Pro porovnani vzorkti KD odebranych pii diagndéze nebo pii 1écbé
onemocnéni byl pouzit neparametricky Mann-Whitney U test. Hodnoty P<0,05 byly
povazovany za statisticky vyznamné. Obrazky byly upraveny ¢i vytvoieny ve FlowJo v.X0.7
software (Tree Star, Inc., San Carlos, CA, USA) a MS PowerPoint 2016 (Microsoft
Corporation).

4.6 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky

4.6.1 PouZzité chemikalie
e BD Horizon Brilliant Stain Buffer (BD Biosciences, kat. ¢.563794)
e Monoklonalni mysi protilatky proti lidskym znaktim konjugované s fluorochromy
(BioLegend): FITC — CD3 (klon OKT3, kat. ¢. 317306), CD181 (klon 8F1, kat. ¢.
320606), CD183 (klon G025H7, kat.c. 353704), CD185 (klon J252D4, kat. ¢.

356914), CD192 (klon K036C2, kat. ¢. 357216), IgG1 izotypova kontrola (klon
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4.6.2

MOPC-21, kat. ¢. 400110); PE — CD20 (klon 2H7, kat. ¢. 302306), CD25 (klon
M-A251, kat. ¢. 356104), CD66b (G10F5, kat. ¢. 305106), CD86 (klon 1T2.2,
kat. ¢. 305406), CD274 (klon 29E.2A3, kat. ¢. 329706), IgG1 izotypova kontrola
(MOPC-21, kat. ¢. 400114); PerCP-Cy5.5 — CD11b (klon ICRF44, kat. ¢. 301328),
CD56 (klon MEM-188, kat. ¢. 304626), CD127 (klon A019DS5, kat. ¢. 351322),
CD274 (klon 29E.2A3 kat. ¢. 329738), 1gG1 izotypova kontrola (klon MOPC-21,
kat. ¢. 400150); Pe-Cy7 — CD38 (klon HB-7, kat. ¢. 356608), CD163 (klon RM3/1,
kat. ¢. 326514), CD182 (klon SE8/CXCR2, kat. ¢. 320716), CD274 (klon 29E.2A3,
kat. ¢. 329718), CD279 (klon EH12.2H7, kat. ¢. 329918), 1gG1 izotypova kontrola
(MOPC-21, kat. ¢. 400126); APC — CD49d (klon 9F10, kat. ¢. 304308), CD62L
(klon DREG-56, kat. ¢. 304810), CD184 (klon 12GS5, kat. ¢. 306510), CD197 (klon
GO043H7, kat. ¢. 353214), IgGl izotypova kontrola (MOPC-21, kat. ¢. 400122);
APC-Cy7 — CD4 (klon RPA-T4, kat. ¢. 300518), CD19 (klon SJ25C1, kat.
363010), CD33 (klon P67.6, kat. ¢. 366614), CD64 (klon 10.1, kat. ¢. 305026), 1gG1
izotypova kontrola (klon MOPC-21, kat. ¢. 400128); Brilliant Violet 421 — CD152
(klon BNI3, kat. €. 369606), CD184 (klon 12GS5, kat. ¢. 306518), IgG1 izotypova
kontrola (klon MOPC-21, kat. ¢. 400158); Brilliant Violet 510 — CD45 (klon
30-F11, kat. ¢. 103138), CD197 (klon G043H7, kat. ¢. 353232), HLA-DR (klon
1243, kat. ¢. 307646), IgG1 izotypova kontrola (klon MOPC-21, kat. ¢. 400172);
Brilliant Violet 605 — CD15 (klon W6D3, kat. ¢. 323032), CD86 (klon 1T2.2, kat. ¢.
305430), IgG1 izotypova kontrola (klon MOPC-21, kat. ¢. 400162); Brilliant Violet
650 — CD16 (klon 3G8, kat. ¢. 302042), IgG1 izotypova kontrola (klon MOPC-21,
kat. ¢. 400164); Brilliant Violet 711 — CD14 (klon M5E2, kat. ¢. 301838), I1gG1
izotypova kontrola (klon MOPC-173, kat. ¢. 400272); Brilliant Violet 785 — CD8
(klon SK1, kat. ¢. 344740), IgG1 izotypova kontrola (MOPC 173, kat. ¢. 400274)
(EXBIO Antibodies): FITC — CD138 (klon MI15, kat. ¢. 1F-814-T100); PerCP-
Cy5.5 - CD56 (klon MEM-188, kat. ¢. PC-231-T100), Pe-Cy7 — CD38 (klon HIT2,
kat. ¢. ED7148), CD279 (klon 29E.2A3, kat. ¢. T7-177-T100); APC — CD62L (klon
DREGS56, kat. ¢. 12-630-C100); APC-Cy7 — CD19 (klon LT19, kat. ¢. ED7135)

Pouzité roztoky
1x PBS pufr (8 g NaCl, 200 mg KCI, 240 mg KH2POs4, 1,44 g Na-POs, doplnit

destilovanou vodou do 1000 ml; pH 7,4) (1ékarna Fakultni nemocnice Olomouc)
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Erytrocytarni lyzacni pufr (8,3 g NH4Cl, 1 g KHCOs, 40 mg EDTA, doplnit
destilovanou vodou do 1000 ml; pH 7,29) (Iékarna Fakultni nemocnice Olomouc)
Transportni médium (5 ml RPMI + 3 kapky heparinu (lékarna Fakultni nemocnice

Olomouc)

4.7 Seznam pouZitych pristroji

Flowbox MSC 1.2 (Thermo Scientific GmbH)

Centrifuga Thermo Scientific™ Cytospin™ 4 Cytocentrifuge (Thermo Fisher
Scientific Inc.)

Pratokovy cytometr BD FACSAria Fusion Cell Sorter (BD Biosciences)

Vortex V-1 plus (Biosan)

Minicentrifuga Combi-Spin FVL-2400N (Biosan)
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5 Vysledky

5.1 Zastoupeni ziakladnich imunitnich bunék v kostni dieni a periferni
Krvi u pacientii s mnohocetnym myelomem

Imunofenotypizaci vzorkit KD a PK pacientt s MM (n=58) pomoci metody
prutokové cytometrie byly ziskdny hodnoty, které byly dale analyzovany ve FlowJo
a vyhodnoceny ve statistickém programu GraphPad Prism 8.01 za pouziti parového
neparametrického Wilcoxonova testu. Pro stanoveni zastoupeni zakladnich imunitnich
bunék v KD a PK byly vybrany populace lymfocyt,, monocytt a neutrofilt.

Lymfocyty se vyskytovaly u pacientd s MM vice v PK s primérnym zastoupenim
29,3 % (smérodatna odchylka SD+14,3 %) nez v KD (P=0,001). V KD bylo jejich primérné
zastoupeni 23,8 % SD+13,6 %.

Monocyty se vyskytovaly vice v KD s primérnym zastoupenim 12,3 % SD+11,5 %
(P=0,009). V PK bylo primérné zastoupeni 7,6 % (SD+5,5 %).

V ramci zastoupeni neutrofili v KD a PK u pacientd s MM nebyl zjistén statisticky
vyznamny rozdil (56,5 % SD+16,5 % v KD vs. 54,5 % SD+16,5 % v PK, P=0,128).

Procentuélni zastoupeni lymfocytli, monocytl a neutrofilii v KD a PK je zndzornéno

na Obrazku 8.
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Obrazek 8: Zastoupeni lymfocytli, monocytl a neutrofili v kostni dfeni a periferni

krvi u pacienti s mnohocetnym myelomem.
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5.2 Zastoupeni myelomovych bunék a subpopulaci imunitnich bunék

v Kkostni di‘eni a periferni krvi u pacientii s mnohocetnym myelomem

Pro detailné&jsi analyzu KD a PK u pacientti s MM byly déle sledovany myelomové
bunky a vyznamné subpopulace imunitnich bun¢k diilezité v patogenezi MM.

Pro MM je charakteristicka predev§im pfitomnost myelomovych bunéck
exprimujicich molekuly CD138 a CD38. Myelomové buiiky se vice vyskytovaly v KD nez
v PK (P<0,001). Primérmé zastoupeni v KD bylo 8,8 % (SD+12,6 %), vPK 1,0 %
(SD=3,4 %) (viz Obrazek 9A).

B-lymfocyty byly vice zastoupeny v KD s pramérmym zastoupenim 8,2 %
(SD£12,7%) nez v PK (6,4 % SD=+10,8 %, P=0,045, viz Obrazek 9B).
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Obrazek 9: Zastoupeni myelomovych bun¢k (A) a B-lymfocytti (B) v kostni dfeni

a periferni krvi u pacientll s mnohoc¢etnym myelomem.

V ramci populace T-lymfocytd byly sledovany cytotoxické a pomocné T-lymfocyty.
Cytotoxické CD8" T-lymfocyty se vice vyskytovaly v KD nez v PK (49,2 % SD+17,4 %
vs. 43,6 % SD=+16,7 %, P<0,001), naopak v PK se vice vyskytovaly pomocné CD4*
T-lymfocyty (49,2 % SD+17,3 % vs. 54,7 % SD+16,9 %, P<0,001) ve srovnani s KD (viz
Obrazek 10).
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Obrazek 10: Zastoupeni cytotoxickych (A) a pomocnych (B) T-lymfocytl v kostni

dfeni a periferni krvi u pacientii s mnohoc¢etnym myelomem.

Zastoupeni regula¢nich T-lymfocyta ze subpopulace pomocnych CD4*
T-lymfocyta bylo vétsi v PK (2,5 % SD+1,4 % vs. 3,0 % SD=£2 %, P=0,012) ve srovnani
s KD (viz Obrazek 11).

Regulacni T-lymfocyty

7- > = 0,012

Procentualni zastoupeni bunék [%]

Obrazek 11: Zastoupeni regulacnich T-lymfocytl ze subpopulace pomocnych

T-lymfocyth v kostni dfeni a periferni krvi u pacientli s mnohocetnym myelomem.

V PK byl ve srovnani s KD pozorovan vyssi vyskyt Klasickych monocytu (71,9 %
SD+12,8 % vs. 77,6 % SD+13,1 %, P<0,001). V zastoupeni intermediarnich (6,1 %
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SD+3,9 % vs. 7,6 % SD+7,9 %, P=0,367) a neklasickych (12,0 % SD+9,7 % vs. 10,2 %
SD+8,4 %, P=0,071) monocyti nebyl pozorovan mezi KD a PK statisticky vyznamny rozdil
(viz Obrazek 12).
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Obrazek 12: Zastoupeni klasickych (A), intermediarnich (B) a neklasickych (C)

monocytl v kostni dieni a periferni krvi u pacienti s mnohocetnym myelomem.

Dale byly zkoumany subpopulace MDSC. Zastoupeni subpopulaci G-MDSC (0,2 %
SD=+0,2 % vs. 0,1 % SD+0,4 %, P<0,001) a takt¢z M-MDSC (1,0 % SD=+ 1,1 % vs. 0,5 %
SD+0,5 %, P=0,001) bylo vyssi v KD ve srovnani s PK (viz Obrazek 13).
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Obrazek 13: Zastoupeni G-MDSC a M-MDSC v kostni dfeni a periferni krvi

u pacientll s mnohocetnym myelomem.
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Populace neutrofilti vykazuje v KD a PK odlisny fenotyp. V KD se vyskytuji kromé
zralych neutrofill i neutrofily nezralé, které exprimuji znak CD16 v mensi mife. V PK se
vyskytuji pouze zralé¢ neutrofily (viz Obrazek 14B). Na Obrazku 14A vpravo lze vidét
populaci, ktera odpovida populaci zralych neutrofilti s velmi vysokou expresi znaku CD16,

vlevo od této populace se nachazi nezralé neutrofily s nizsi expresi znaku CD16.
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Obrazek 14: Zastoupeni neutrofilti v kostni dfeni (A) a periferni krvi (B)

u pacientll s mnohocetnym myelomem.

5.3 Srovnani zastoupeni myelomovych a imunitnich bunék v kostni dieni
U pacienti s odbérem vzorku pri diagnéze a pri 1é¢bé mnohocetného
myelomu

Dale jsme srovnali zastoupeni myelomovych bunék a imunitnich populaci v kostni

dfeni u pacienti s MM s odbérem vzorku pii diagndze (n=23) a u pacientl pii 1écbé MM

(n=35).

V ramci zastoupeni myelomovych bunék nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil

(10,1 % SD=+11,2 % u pacientd s odbérem vzorku pii diagnoze vs. 7,9 % SD+12,6 % pfii

lécbe, P=0,392) a taktéz ani u B-lymfocyti (5,0 % SD+12,7 % vs. 10,3 % vs. 12,7 %,

P=0,133 (viz Obrazek 15).

29



A Myelomové bunky B B-lymfocyty
_ 70— _ 40—
Cl o
i P=0392 e i
d 60— ? ® " p= (5]
£ . =018 3
= = o
o 50— @] 2
- ‘ ) 4
=9 00— =9
2 & g2 20
& 30 &
N ~ o
E E
- T 104
g g
R
= - = e
D R D R

Obrazek 15: Zastoupeni myelomovych bun¢k (A) a B-lymfocytt (B) v kostni
dfeni pacientd pii diagndze a pii 1é¢bé (D — pacienti s nové diagnostikovanym
mnohocetnym myelomem, R — pacienti s progredujicim ¢i relabujicim mnohocetnym

myelomem podstupujici 1é¢bu).

Cytotoxické CD8" T-lymfocyty se vyskytovaly vice u pacienti podstupujicich
lé¢bu (39,1% SD£17,4 % vs. 55,8 % SD+17,4 %, P=0,001), naopak pomocné CD4*
T-lymfocyty se vice vyskytovaly u pacienti Sodbérem vzorku pii diagnoze (59,3 %
SD+17,3 % vs. 42,6 % SD+17,3 %, P=0,001, viz Obrazek 16).
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Obrazek 16: Zastoupeni cytotoxickych (A) a pomocnych (B) T-lymfocytl v
kostni dfeni pacient pii diagnoze a pii 1écbeé (D — pacienti s nove diagnostikovanym
mnohocetnym myelomem, R — pacienti s progredujicim ¢i relabujicim mnohocetnym

myelomem podstupujici 1é¢bu).
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Zastoupeni regula¢nich T-lymfocytd ze subpopulace pomocnych CD4*
T-lymfocytl nevykazovalo statisticky vyznamny rozdil ve srovnani s pacienty s odbérem
vzorku pii diagnoze a pacienty pii 16€bé (2,7 % SD=1,3 %vs. 2,9 % SD+2,3, P=0,691, viz
Obrazek 17).
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Obrazek 17: Zastoupeni regulacnich T-lymfocytl ze subpopulace pomocnych
T-lymfocyta v kostni dfeni pfi diagndze a pii 1écbé (D — pacienti s nové diagnostikovanym
mnohocetnym myelomem, R — pacienti s progredujicim ¢i relabujicim mnohocetnym

myelomem podstupujici 1é¢bu).

Zastoupeni klasickych (72,1 % SD+13,0 % vs. 71,7 % SD+12,8 %, P=0,562),
intermediarnich (5,7 % SD+4,0 % vs. 6,4 % SD+3,9 %, P=0,696) a neklasickych
monocyta (13,4 % SD+9,8 % vs. 11,0 % SD+9,7 %, P=0,505) nevykazovalo statisticky
vyznamné rozdily ve srovnani s pacienty s odbérem vzorku pii diagnoze a pacienty pii 1é¢bé
(viz Obrazek 18).
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Obrazek 18: Zastoupeni klasickych (A), intermediarnich (B) a neklasickych (C)
monocytl v kostni dieni pacientl pii diagnoze a pii 1€€be (D — pacienti s nove
diagnostikovanym mnohocetnym myelomem, R — pacienti s progredujicim ¢i relabujicim

mnohocetnym myelomem podstupujici 1€cbu.

G-MDSC subpopulace vykazovala mirny trend vyssiho vyskytu u 1é¢enych pacientt
(0,2 % SD+0,2 % vs. 0,3 % SD=+0,2 %, P=0,051), zatimco M-MDSC subpopulace
nevykazovala statisticky vyznamné rozdily mezi podskupinami pacientti (1,1 % SD+1,1 %

vs. 0,9 % SD+1,1 %, P=0,210, viz Obrazek 19).
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Obrazek 19: Zastoupeni G-MDSC (A) a M-MDSC (B) subpopulace v kostni
dreni pacienti pfi diagndze a pii 1écbé (D — pacienti s nové diagnostikovanym
mnohocetnym myelomem, R — pacienti s progredujicim ¢i relabujicim mnohocetnym

myelomem podstupujici 1écbu).

Zastoupeni nezralych neutrofild vyskytujicich se v KD nevykazovalo statisticky
vyznamné rozdily (27,7 % SD=+16,3 % vs. 31,7 % SD+16,6, P=0,392) mezi studovanymi
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podskupinami pacienti a taktéz u zastoupeni zralych neutrofili nebyl pozorovan statisticky
vyznamny rozdil (51,9 % SD=+23,6 % vs. 43,8 % SD+23,7, P=0,125, viz Obrazek 20).
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Obrazek 20: Zastoupeni nezralych (A) a zralych (B) neutrofill v kostni dieni
pacientil pii diagndze a pii 1écbe (D — pacienti s nové diagnostikovanym mnohocetnym
myelomem, R — pacienti s progredujicim ¢i relabujicim mnohoéetnym myelomem

podstupujici 1écbu).
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6 Diskuse

MM je nadorové onemocnéni charakteristické nekontrolovanym mnozenim
plazmatickych buné€k a obecné lze fict, Ze pficina onemocnéni stale neni znama. Klicovou
roli v patogenezi tohoto onemocnéni hraje mikroprostiedi kostni diené. Soucasny vyzkum
se v dané¢ problematice snazi objasnit pfi¢inu onemocnéni a nalézt funk¢ni prognostické
markery, coz by mohlo vést k piesnéjSimu stanoveni budouci zdvaznosti onemocnéni
a zaroven k vybéru vhodné 1é¢by (Hanbali et al., 2017). Tato prace se proto zaméfila na
studium zastoupeni myelomovych a imunitnich bunék vKD a PK u pacienta
s mnohocetnym myelomem.

V prvni Casti této bakalai'ské prace jsme se zamétili na porovnani KD a PK z hlediska
zastoupeni zakladnich imunitnich populaci: lymfocytl, monocytl a neutrofilti, vyznamnych
bunéénych slozek mikroprostiedi kostni diené¢ u MM. Ze zakladnich imunitnich populaci
bylo nejméné monocytt, poté lymfocytl a nejpocetnéjsi skupinou byly neutrofily. V PK
bylo zjisténo vyssi zastoupeni lymfocytl a nizsi zastoupeni monocyti nez v KD. Zastoupeni
neutrofilli se v nasi kohort¢ pacienti nelisilo, ovsem Romano et al. (2020) ve své studii
popsali asociaci mezi zvySenym zastoupenim neutrofilti v KD a progresi MM. Navic pomér
neutrofild k lymfocytim urcéeny pti diagn6ze MM nebo po 100 dnech od autologni
transplantace kmenovych bunék by mohl byt prognostickym markerem u nové
diagnostikovanych pacientd s MM (Romano et al., 2017; Solmaz et al., 2018).

V dalSi casti jsme se zamcéfili na srovnani zastoupeni myelomovych bungk.
Zastoupeni myelomovych bun¢k bylo vy$si v KD v porovnani s PK, coz potvrdily 1 dalsi
studie (Henry et al., 1996; Vij et al., 2014). Vyssi vyskyt myelomovych bunék v KD je
mozné vysvétlit skutenosti, ze KD je primarnim mistem vzniku myelomovych bunék.
Myelomové buiiky v PK jsou vsak dle Nowakowski et al. (2005) i dalezitym markerem
preziti pacientll a jejich zastoupeni je u nové diagnostikovanych pacienti s MM nepiimo
korelovan s dobou pteziti. Taktéz populace B-lymfocyti vykazovala vyssi zastoupeni v KD
v porovnani s PK. Klonalni proliferaci myelomovych bunék miize byt tedy zplisobeno
zvysené zastoupeni B-lymfocytt.

Dale jsme srovnavali zastoupeni subpopulaci imunitnich bun€k v KD a PK pacientt
s MM. Vyznamné rozdily mezi KD a PK byly nalezeny u vSech vybranych subpopulaci
T-lymfocytd. VKD bylo pozorovano vys§i zastoupeni populace cytotoxickych CDS8*
T-lymfocytd nez v PK. Ke stejnému zjisténi dospéla i studie Zelle-Rieser et al. (2016). Dle

stejnych autord vSak akumulované cytotoxické CD8" T-lymfocyty v KD vykazuji poruchu
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funkénosti. Je mozné u nich pozorovat expresi molekul charakteristickych pro vycerpané
(napf. PD-1, CTLA-4) a senescentni (napi. CD57) buiiky. Pomocné CD4" a regulaéni T-
lymfocyty vykazovaly vyssi zastoupeni v PK nez v KD. Papadimitriou et al. (2020)
identifikovali taktéz vyS8i zastoupeni pomocnych CD4" T-lymfocytd v PK, naopak
regulac¢ni T-lymfocyty byly dle stejnych autori zvyseny v KD.

V ramci subpopulaci monocyti byly nalezeny vyznamné rozdily u klasickych
monocytl s vysSim zastoupenim V PK nez v KD. ZvySené zastoupeni monocyti v PK
u pacientt s MM miize inhibovat protinadorové imunitni reakce a zvysit agresivitu
onemocnéni (Pessoa de Magalhaes et al., 2013; Suyani et al., 2013; Zahran et al., 2021).
Sponaas et al. (2015) popsali, ze zastoupeni neklasickych monocyt v PK u pacientd s MM
se zvySuje s vaznosti onemocnéni. V nasi kohorté pacienti nebyly rozdily v subpopulaci
intermediarnich a neklasickych monocytt nalezeny.

Statisticky vyznamné hodnoty byly zjiStény v rdmci obou subpopulaci G-MDSC
a M-MDSC. U nasich pacientt jsme identifikovali vyssi zastoupeni obou subpopulaci v KD
oproti PK. Dle studie Ramachandran et al. (2013) dochazi ke zvy$ené akumulaci obou
subpopulaci MDSC v KD i PK oproti zdravym jedincim. Ke stejnému zjisténi dospéla
I studie Gorgiin et al. (2013). Stejni autofi zaroven stanovili imunosupresivni u¢inek MDSC
v KD. MDSC inhibuji proliferace cytotoxickych CD8" T-lymfocytii a NK bunék. Inhibice
MDSC bunék predstavuje jednu z moZnych terapeutickych strategii.

V nasledujici ¢asti nasi studie jsme provedli srovnani zastoupeni myelomovych
bun¢k a imunitnich subpopulaci v KD u podskupin pacientii s noveé diagnostikovanym MM
a pacienti S relabujicim ¢i progredujicim pribéhem MM podstupujicich 1é¢bu. Zastoupeni
myelomovych bunék a B-lymfocyti bylo mezi obéma podskupinami nasich pacient
podobné, avsak Pessoa de Magalhaes et al. (2013) pozorovali vyssi zastoupeni B-lymfocytt
u nov¢ diagnostikovanych pacientli. Rozdily mohou byt dany odliSnymi klinickymi obrazy
pacienti a 1écbou.

U pacientd podstupujicich 1é¢bu jsme déle nalezli vyssi zastoupeni cytotoxickych
CD8" T-lymfocyti a nizsi zastoupeni pomocnych CD4" T-lymfocytd nez u nové
diagnostikovanych pacientll. Ke stejnym vysledkiim dospéla i studie Barila et al. (2021).
Zjistény nalez muze znamenat U¢innost 1éCby, kterd prokazateln€ ovlivituje distribuci
imunitnich bunék u MM pacientd.

Dale jsme zkoumali zastoupeni G-MDSC a M-MDSC v KD mezi podskupinami
pacientd. V ramci G-MDSC subpopulace jsme identifikovali trend s vyssim vyskytem

u léCenych pacientd nez u nové diagnostikovanych pacientt. M-MDSC subpopulace
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nevykazovala statisticky vyznamné rozdily mezi podskupinami pacientti. Studie Wang et al.
(2015) naopak potvrdila pokles zastoupeni obou MDSC subpopulaci u pacienti
podstupujicich 1é¢bu.

Nase studie prokazala, ze charakterizace buné¢ného profilu kostni dfen¢ a periferni
krve mize ptispét k porozuméni vyvoje onemocnéni a pomoci tak pacientim, ktefi by
profitovali z individualniho pfistupu. Nase nalezy bude nutné ovéfit na vétsim souboru
pacientd v asociaci s klinickymi a laboratornimi parametry. Studium zmén v zastoupeni
bunéénych populaci v KD v riznych stadiich onemocnéni muze vyznamné piispét

Kk pochopeni imunitnich mechanismi spojovanych s patogenezi MM.
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[ Zavér

V ramci bakaldiské prace bylo zkoumdno zastoupeni myelomovych bunék
a imunitnich subpopulaci v kostni dieni a periferni krvi pacientd s mnohocetnym myelom
pomoci metody prutokové cytometrie. Neutrofily pfedstavovaly pievazujici populaci bunék
imunitniho systému, poté lymfocyty a nejméné ze vSech hlavnich populaci imunitniho
systému bylo monocyttl, jejichz pocty se liSily ve srovnani periferni krve a kostni diené
pacientll. V kostni dfeni bylo zjisténo vyssi zastoupeni myelomovych bunék, B-lymfocytt,
cytotoxickych CD8" T-lymfocyti, G-MDSC a M-MDSC neZ v periferni krvi, kde bylo
naopak zjisténo vyssi zastoupeni pomocnych CD4™ a regulaénich T-lymfocyti a klasickych
monocytu.

Dalsi cast bakalaifské prace se zameéfila na srovnani zastoupeni myelomovych
a imunitnich bun€k v kostni dieni u podskupin pacientl s nové diagnostikovanym
mnohocetnym myelomem a pacienti s progredujicim ¢i relabujicim onemocnénim
podstupujicich 1é¢bu. Statisticky vyznamné rozdily byly nalezeny v subpopulaci
T-lymfocytt, konkrétné v zastoupeni cytotoxickych CD8" a pomocnych CD4" T-lymfocyti.
Cytotoxické CD8" T-lymfocyty se vice vyskytovaly u 1éCenych pacientl, naopak pomocné
CD4" T-lymfocyty vice u nové diagnostikovanych pacienti.

Ackoli je potfeba nase nalezy potvrdit na vétsim poctu pacientii a korelovat s dalSimi
klinickymi parametry, 1 pfesto mohou pozorované rozdily v zastoupeni imunitnich bunék
Vv kostni dfeni a periferni krvi pomoci lépe popsat vyvoj onemocnéni a stanovit vhodnou

lécebnou strategii pacientliim s mnohoc¢etnym myelomem.
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