Univerzita Palackého v Olomouci

Diplomova prace

Olomouc 2017 Bc. Petra Gregorova



Univerzita Palackého v Olomouci
Prirodovédecka fakulta

Katedra bunécné biologie a genetiky

Expresni profilovani chemokinovych

receptori u chronické lymfocytarni leukémie

Diplomova prace

Bc. Petra Gregorova

Studijni program: Biologie
Studijni obor: Molekularni a bunééna biologie

Forma studia: Prezenéni

Olomouc 2017 Vedouci prace: Dr. Ing. Eva Kriegova



Prohlasuji, Ze jsem diplomovou praci vypracovala samostatné pod vedenim Dr. Ing. Evy
Kriegové a pouzila jen uvedené bibliografické a elektronické zdroje.

Olomouc 28. dubna 2017 e



Souhrn

Vyznamnou roli V patogenezi chronické lymfocytarni leukémie (CLL) hraje
mikroprostiedi, které je mimo jiné zajisStovano chemokiny a jejich receptory. Znalost exprese
chemokinovych receptorti je nezbytnd pro poznani patogeneze tohoto onemocnéni a miize
se stat vyznamnym prognostickym faktorem u pacientd s CLL. Komplexni expresni profil
chemokinovych receptorti vSak u tohoto onemocnéni nebyl doposud studovan.

Tato prace se zabyva expresnim genovym profilovanim znamych signalnich
chemokinovych receptori tiidy C-C a C-X-C a expresnim proteinovym profilovanim
vybranych chemokinovych receptori u pacientii s CLL Vv porovnani se zdravymi jedinci.
U pacientit s CLL byla zjiSténa zvySend genova exprese V perifernich mononuklearnich
buiikdch u genit CXCR3, CXCR4, CXCR5, CCR7, CCR8 a CCR10 a sniZend genova exprese
u CXCR1, CXCR2, CCR4, CCRS5 ve srovnani se zdravymi jedinci. U chemokinovych receptorti
CXCR4 a CCR7 byla potvrzena zvySena exprese U CLL i na proteinové trovni. Subanalyza
U podskupin pacientd s prognosticky vyznamnymi cytogenetickymi aberacemi del(17p)
a del(13q) neprokazala rozdily v expresnich profilech studovanych chemokinovych receptorti.

Nase studie popsala komplexni expresni profily chemokinovych receptori u CLL
a nominovala fadu dosud nestudovanych chemokinovych receptori u tohoto onemocnéni

pro dalsi studie.



Summary

Microenvironment plays an important role in pathogenesis of chronic lymphocytic
leukemia (CLL). Chemokine receptors and their ligands are crutial components
of the microenvironment. Knowledge of the chemokine receptor expression is important
to understand their role in the pathogenesis of this disease and could be important
in prognostication of patients suffering from CLL. Comprehensive expression profile
of chemokine receptors in CLL is still unknown.

This thesis is focused on gene profiling of major signalling chemokine receptors
of the class C-C and C-X-C as well as on the protein profiling of the choosen chemokine
receptors in CLL patients comparing to healthy controls. Up-regulated gene expression
of CXCR3, CXCR4, CXCR5, CCR7, CCR8 and CCR10 and down-regulated gene expression
of CXCR1, CXCR2, CCR4 and CCR5 was detected in peripheral mononuclear cells obtained
from CLL patients comparing to heathy controls. Elevated protein expression was observed
for CXCR4 and CCR7 on CLL cells. Subanalysis in patient subgroups according
to the presence of prognostically relevant cytogenetic changes del(17p) and del(13q) did not
reveal changes in chemokine receptor pattern between these groups.

Our study reported comprehensive gene expression pattern of chemokine receptors

in CLL and nominated spectrum of novel chemokine receptors for future studies.
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1. Uvod

Chronicka lymfocytarni leukémie (CLL) je lymfoproliferativni onemocnéni, které je
charakterizovano proliferaci a akumulaci klonti neoplastickych B-lymfocytl v kostni dieni
a lymfatickych uzlinach a periferni krvi. CLL je jednou z nejéastéjSich leukémii vyskytujicich
se U dospélych jedincti v zapadnich zemich. V soucasné dobé neni zndma piesna pricina vzniku
tohoto onemocnéni, pouze rizikové faktory predisponujici k tomuto onemocnéni, jako jsou
napiiklad veék nebo geneticka predispozice. I ptes rozsahly vyzkum v této oblasti ziistava CLL
stale nevylécitelnym onemocnénim.

Dulezitou roli v piezivani malignich B-lymfocytd hraje jejich mikroprostiedi, které je
zajistovano mimo jiné i chemokiny, nizkomolekularnimi peptidy s chemotaktickymi uinky
atadou dalSich pasobki. Receptory chemokind a jejich ligandy jsou zapojeny do regulace
kli¢ovych d&ji v patogenezi CLL, jako naptiklad migrace, bunécné prezivani a proliferace.
Komplexni expresni profil jednotlivych chemokinovych receptora a jejich podskupin vsak
U pacientll s CLL stale chybi.

V této praci jsme se proto zaméfili na studium expresnich profilti znamych signélnich
chemokinovych receptort v perifernich mononuklearnich buiikéch ziskanych u pacientt s CLL
a jejich srovnani se zdravymi kontrolami. Déle jsme provedli subanalyzu, kdy byly srovnany
genové expresni profily u pacientd s CLL rozdélenych podle prognosticky vyznamnych
cytogenetickych aberaci del(17p) a del(13q). Studie genovych profili vybranych
chemokinovych receptort byla doplnéna 0 proteinovou expresni studii. Identifikace klicovych
chemokinovych reptori miize ptispét k objasnéni patogeneze tohoto stile nevylécitelného

onemocnéni.



2. Soucasny stav FeSené problematiky

2.1. Chronicka lymfocytarni leukémie

Chronickd lymfocytarni leukémie (CLL) je onemocnéni krve a kostni diené. Vyvoj
tohoto onemocnéni za¢ina pii hematopoéze, kdy z hematopoetickych kmenovych bunék
vznikaji abnormalni B-lymfocyty. Leukemické buiky exprimuji také odlisné molekuly
a spousti jiné signalni drahy, které zajistuji jejich prezivani a klonalni mnozeni. Leukemické
bunky se hromadi v kostni dfeni a sekundarnich lymfatickych organech a utlacuji tak proliferaci
nejen zdravych B-lymfocytl, ale i ostatnich krevnich derivati. Nasledkem toho se mohou
objevovat dalsi ptidruzené komplikace onemocnéni CLL jako je infekce, anémie nebo
trombocytopenie. CLL je jednou z nejéastéjsich leukémii vyskytujicich se u dospélych jedinct
(Teras et al. 2016). V soucasné dob¢ neni znama piesna piic¢ina vzniku CLL, pouze rizikové
faktory, kterymi jsou napiiklad v€k nebo geneticka predispozice. Pacienti s CLL se déli
do nékolika prognostickych tfid, podle kterych jim Iékai ur¢i odpovidajici 1é¢bu, a to bud’
pomoci dostupnych chemoterapeutik, radioterapie nebo pacienta doporuci jako vhodného
kandidata pro transplantaci kostni diené. Nové se vybranym pacientim podavaji inhibitory
signalni drahy B-bunécného receptoru (BCR) a BCL2 antagonisté. | pies dosavadni rozsahly

vyzkum v této oblasti zistava CLL stdle nevylécitelnym onemocnénim (Morrison et al. 2016).

2.1.1. Etiologie chronické lymfocytarni leukémie

CLL je jednou z nejCast§jSich forem leukémie vyskytujici se v zapadnich zemich
(viz Obrazek 1). Toto onemocnéni se vyskytuje s vétsi Cetnosti u lidi nad 65 let a az 1,96 krat
Zast&ji postihuje muze nez zeny (Teras et al. 2016b). V Ceské republice je primérny vék
pacienta v dobé stanoveni diagnozy 72 let (Panovska et al. 2013).

Pti¢ina vzniku CLL neni doposud znama, vime pouze o rizikovych faktorech, které
prokazatelné pfispivaji k rozvoji nemoci. Jednim z téchto rizikovych faktorti je rodinna
anamnéza. Témeét 12 % pacientt s CLL ma ptibuzného se stejnou diagnézou (6 - 9 %) nebo
jinym lymfoproliferativnim onemocnénim. Ze statistik vyplyva, Zze vyskyt CLL je u nejblizSich
ptibuznych pacienta s CLL 3 — 8 krat vyssi nez u bézné populace (Yuille et al. 1998,
Capalbo et al. 2000). Jednou z pii¢in dédi¢nosti CLL mohou byt somatické hypermutace
Vv tézkém globulinovém fetézci ve variabilnim misté genu (IgVH), které byly prokazany u 68 %
ptipadi dédicné CLL (Crowther-Swanepoel et al. 2008). DalSim, velice vyznamnym dédicnym

faktorem, ktery je asociovan se vznikem CLL, je vyskyt jednonukleotidovych polymorfismii



(SNP) v jednom ze 13 lokusi: 10923.31, 18721.33, 11p15.5, 425, 2933.1, 9p21.3, 18921.32,
15915.1, 2p22.2, 2q13, 8qg22.3, 5p15.33 nebo 2¢g33.1 (Berndt et al. 2013).

Lmyfom marginalni

zony 7 %
Periferdini T-bunéény
. = fom 4 %
Chronicka 'ymfom
lymfocytdmni leukémie Lymfom z pla$tovych bunék 3 %
19% il
Lymfoplasmaticky lymfom
2%
Neoplazmata z S Leukémie z viasarych bunék
plazmatickych bunék _ 75

23 %

Myocytosis fungoides 1 %

Difazni \.relkum:néimi' Burkitiv lymfom 1%
Iymfom z B-bunek 25 %
Jiné bunééné malignity
1%

Obréazek 1: Cetnost vyskytu CLL v USA (pievzato z Teras 2016)

Pribéh CLL je velice riznorody, od velmi pomalého pribéhu nemoci az po rapidni
a velmi agresivni zvrat, ktery kon¢i pfed¢asnym tmrtim (Kron et al. 2016). V pribéhu nemoci
se u pacientil stanovuje klinické stddium onemocnéni dle stdzovacich systéma Raie a Bineta,
ve kterych jsou pacienti klasifikovani podle mnozstvi malignich lymfocyti, morfologie
lymfocytd nebo ptitomnosti anémie ¢i trombocytopenie (Rai et al. 1975, Binet et al. 1981).
Medién pieZiti je u pacientl s CLL 72 mésict, doba pieZiti v§ak zaleZi na klinickém pribéhu
CLL, cytogenetickych zménach a ptidruzenych onemocnéni a komplikacich (Doubek et al
hypermutace IgVH (variabilni oblast tézkého fetézce imunoglobulinu), pfitomnost
cytoplasmatického proteinu ZAP-70, chromozomové aberace a vyskyt somatickych mutaci
v CLL-asociovanych genech (Preetesh J. 2012).

Nebylo prokazano, Ze casné zahdjeni 1éCby pacienti v raném stadiu onemocnéni
by mélo pozitivni vliv na pribéh nemoci, spiSe naopak (Dighiero et al. 1998). V piipadé
postupu onemocnéni podstupuje pacient kombinovanou chemoimunoterapii, ktera je velice
agresivni, umoznuje vSak navodit az nckolikaletou kompletni remisi. Tato forma 1éCby je,
na zaklad¢ klinickych vysetfeni, vybrana pacientovi pfimo na miru (Panovska et al. 2013b).
Naklady nalécbu jednoho pacienta se pohybuji v priméru okolo 157000 $
(Shanafelt et al. 2015). Cilem probihajicich vyzkumt zabyvajicich se vyvojem 1é¢iv pro CLL

je zkvalitnéni Zivota po dobu 1é¢by a vyvoj 1€ka, které by byly Setrné i k pacientim hlavni
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vékové skupiny CLL (nad 65 let). Do budoucna je cilem sniZeni celkovych nakladt na 1é¢bu a

zptistupnéni 1écby pro vétsi mnozstvi pacientd.

2.2. Biologie chronické lymfocytarni leukémie

CLL je lymfoproliferativni onemocnéni s dlouhodobé zvysenou hladinou lymfocytt nad
5x10%1. Dochézi k proliferaci a akumulaci neoplastickych B-lymfocyti s charakteristickym
imunofenotypem (CD5+, CD19+, CD20+, CD23+) v kostni dfeni, lymfatickych uzlinach
a slezing, které nésledné potlacuji vznik ostatnich krevnich derivati (Rozman et al. 1995,
Papajik et al. 2002). Maligni B-lymfocyty produkuji transformujici ristovy faktor (TGF), ktery
podporuje proliferaci malignich B-lymfocytli, a naopak zamezuje proliferaci zdravych
lymfocytt. Dale maji maligni lymfocyty zvySenou expresi proteinu B-cell lymphoma 2 (Bcl-2)
patticiho do rodiny regula¢nich proteinii. Bcl-2 se podili na regulaci apoptozy a Vv ptipadé CLL
ma anti-apoptotické ucinky. Interakce malignich lymfocyta s jejich mikroprostiedim (stroma,
cytokiny) muze zvysit anti-apoptotickou funkci a vést tak k del§imu piezivani malignich B-
lymfocyta (Wang et al. 2011, Ticchioni et al. 2007, Kipps 2003).

B-lymfocyty jsou bunky zodpovédné za specifickou imunitni odpovéd. Tuto
specifickou imunitni odpoveéd’, vyznacujici se produkei protilatek, jsou schopné zprostfedkovat
pomoci $irokého repertoaru antigennich receptord, naptiklad B-bunéénych receptori (BCR)
a expresi imunoglobulini. BCR se u populace B-lymfocyti zdravych jedinctu vyznacuje
extrémni diversitou diky tzv. erorr-prone procesu DNA polymerazy 4, ktera zajiSt'uje pfestavbu
segmenta H (z ang. heavy) imunoglobulinového fetézce (V, D, J geny) a L (z ang. light)
imunoglobulinového fetézce (V, J geny) (Brack et al. 1978). Pravdépodobnost, ze dva na sobé
nezavislé B-lymfocyty nesou piesné ten samy BCR je mensi nez 1072, Naproti tomu maligni
B-lymfocyty izolovany od riznych pacientti s CLL nesou podobny nebo tGplné identicky BCR,
zaroven se tyto bunky vyznacuji velmi podobnou expresi povrchovych markeri
(Widhopf et al. 2007).

U jedinct s nejbliz§im piibuznym trpicim CLL byla zaznamenana proliferace B-
lymfocyti s povrchovymi antigeny stejnymi, jaké jsou typické pro CLL bunky. Na rozvoj
nemoci ma vliv (v piipadé vyskytu CLL v rodinné anamnéze) i pfitomnost polymorfismu
v genech kontrolujicich klicové funkce B-lymfocyti daného jedince (Rawstron et al. 2008).
Preména prekurzorového B-lymfocytu na maligni B-lymfocyt je umoznéna na zakladé
genetickych a epigenetickych zmén. K této pfeméné miZe dojit v jakémkoliv stadiu ontogeneze

B-lymfocytu, v€etné stddia hematopoetické kmenové bunky (HSC). Nékteré HSC, které jsou
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prekurzory buné€k lymfoidni linie obsahujici ¢etné piestavby v genu kodujiciho imunoglobulin
a T-bunéény receptor. Tyto lymfoidni buiiky mohou snadno hromadit genetické abnormality
a nasledkem toho muze dojit k rozvoji monoklonalni B-buné¢né lymfocytézy (MBL). Dalsi
proliferace téchto B-lymfocytl je asociovana s de novo vznikajicimi mutacemi. Interakcemi
mezi leukemickymi bunikami v lymfatické tkani dochazi k rozvoji CLL (Kikushige et al. 2011).

Maligni B-lymfocyty se od téch normalnich lisi snizenymi hladinami povrchového
imunoglobulinu a expresi povrchovych markerat CD5, CD19 a CD23 (Swerdlow et al. 2008).
Maligni B-lymfocyty exprimuji tyrosin kinazovy sirotci receptor 1 (ROR1), ktery je v B-
lymfocytech zdravych jedinci exprimovan pouze V embryonalnim vyvoji. V B-lymfocytech
zdravych dospélych jedinci se vyskytuje velmi ojedin€le a ve velice nizkych hladinach
(0,01 % - 0,1 % vsech mononuklearnich bun¢k) (Zhang et al. 2013). B-lymfocyty ROR 1+ maji
dva rizné fenotypové projevy (CD19/CD38 znaky nebo CD19/CD27). B-lymfocyty ROR1+
s fenotypovym projevem CD19+/CD38+ zaroven exprimuji CD5 a CD23, coz jsou markery
malignich B-lymfocyti (Milleck et al. 2012). Toto tvrzeni naznacuje, ze ROR1+ buitky mohou
byt u zdravych jedinct prekurzory CLL bun¢k (Zhang et al. 2013b).

2.2.1. Somatickd hypermutace Vv téZkém imunoglobulinovém fetézci

ve variabilnim misté

Somatickd hypermutace IgHV u malignich B-lymfocytd neni nahodny proces
a urtuznych IgHV miize byt velmi odlisna. Pieskupeni vazebného mista pro antigen na Ig
rekombinaci genti V, D, J (H imunoglobulinovy fetézec) a V, J (L imunoglobulinovy fetézec),
muze zpisobit vyssi afinitu k antigenu (Burger et al. 2013). Tento objev podpotil domnénku,
ze CLL muzeme rozdélit na dveé skupiny s odlisSnou biologii a klinickym vyznamem:
se somatickou hypermutaci IgHV a bez somatické hypermutace IgHV. U CLL bunék se
nejcastéji  vyskytuji genové varianty IgHV: [IGHV1-69, IGHV4-34 a [IGHV3-7
(Chiorazzi et al. 2003).

Buiiky s pfitomnou somatickou hypermutaci IgHV vykazuji vysokou afinitu pouze
na omezeny vybér antigennich epitopti. Diky tomu, Ze Ig je schopen zprostfedkovat vazbu
S antigennim epitopem pouze za podminek vykazujici vii¢i nému vysokou afinitu, je BCR
receptor téchto bunék ve vétsin¢ pripadi témét intaktni (Stevenson et al. 2004,
Chiorazzi et al. 2005). Naproti tomu buiky bez somatické hypermutace IgHV maji BCR, ktery
vykazuje nizkou afinitu vii¢i antigennim epitopiim. Na tento BCR se mlZe snadno navazat

témef jakykoliv antigen z mikroprostiedi bunky (Hoogeboom et al. 2012). Vazba antigenu
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na BCR spousti signalni drahy CLL, které vedou k delSimu piezivani a proliferaci malignich
bun¢k. Proto je IgHV dulezitym prognostickym faktorem, kdy pacienti se somatickou
hypermutaci IgHV maji vys$i median pfeziti nez pacienti bez somatické hypermutace IgHV
(Kipps 1993).

2.2.2. Protein kinaza 70 asociovana s zeta retézcem

Diilezitou funkci v biologii CLL mé cytoplasmaticka tyrosin kinaza protein kindza 70
asociovana s zeta fetézcem (ZAP-70). Tento protein se nachazi jak v T-lymfocytech, tak
I ve zdravych a aktivnich B-lymfocytech, kde ptisobi jako stimulant (Nolz et al. 2005). U CLL
hraje ZAP-70 klicovou roli v signalni draze BCR a zaroven je také jednim z hlavnich markert
pro maligni B-lymfocyty bez somatické hypermutace IgHV (Crespo et al. 2003). Pfitomnost
tohoto proteinu je asociovana s vétsi bunéénou odpovédi na chemokiny CCL19, CCL21
a CCL12, coz ma za nasledek vétsi migraci bunék a aktivaci signalnich drah, které vedou
K ptezivani ZAP-70" bunék (Richardson et al. 2005). ZAP-70 je dileZitym prognostickym
faktorem u pacientti s CLL, nebot” jeho exprese je spojena se zvySenou aktivitou signalni drahy
BCR. ZAP-70 piimo fosforyluje tyrosin kinazu vyskytujici se ve slezin¢ (Syk) a je tedy

spojovan s agresivnéj$im prubéhem CLL (Rassenti et al. 2004).

2.3. Chromozomové aberace u chronické lymfocytarni leukémie

CLL je heterogenni onemocnéni s velice individualnim postupem, coz ma velky vyznam
v urceni lécebné strategie a prognozy (Hallek et al. 2008). Genetické aberace, stejné jako
u jinych typia rakoviny, tak i u CLL maji dtlezitou funkci v patogenezi onemocnéni. CLL je
charakterizovana relativné stabilnim genomem v porovnani s ostatnimi hematologickymi
malignitami a nadory. Pouze v 50 % vSech piipadt jsou u pacienti s CLL pfitomny genetické
abnormality (Smida 2012). Mezi nejvice frekventované chromozomalni abnormality patii
parcialni ztraty na jednom chromozomu. Nejcastéji postizenymi chromozomy v souvislosti
s CLL jsou delece na 17p, 13q,11q a 6q (Baliakas et al. 2014). Cytogenetické abnormality jako
je del(11q) a del(17p) jsou dulezitymi prognostickymi markery, nebot’ jsou asociovany s horsi
prognézou u nositell téchto mutaci (Hallek et al. 2008b). AvSak nejsou to pouze
chromozomové aberace, které jsou spojovany s heterogenitou u CLL. Soucasné studie ukazaly,
Ze existuje spousta dalSich markert jako jsou mutace v genu TP53, NOTCH1 nebo BIRC3, které
prognosticky souviseji s CLL (Puiggros et al. 2014). V této diplomové praci se budu detailnéji
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zabyvat pouze delecemi 17p, 13q a 13ql4, protoze jsou zahrnuty do cilovych skupin
zkoumaného souboru pacientli experimentalni ¢asti této prace.

Pacienti s deleci 17p jsou obecné klasifikovani jako nejrizikovéjsi skupina, ktera je
asociovana se Spatnou odpovédi na chemoterapii. Pfi této deleci dochazi k deregulaci
bunééného cyklu vlivem ztraty genu TP53 (17p13) (Rossi et al. 2013). Pacienti s CLL
a del(17p) jsou dale spojovani S atypickym imunofenotypem, kdy dochazi k vétsi expresi
CD20, FMC7, CD79b a povrchovych Ig (Quijano et al. 2008). U téchto pacientt jsou také
publikovany zvySené exprese CD38, ZAP-70 a neptitomnost somatické hypermutace na IgHV,
které podporuji Spatnou prognézu (Rassenti et al. 2008).

Delece 13q se vyskytuje u 50 % vsSech pacientd s CLL s chromozomalni aberaci, coz ji
¢ini nejéastéjsi cytogenetickou abnormalitou vyskytujici se u tohoto onemocnéni. Pacienti
Sdeleci 13q i 13914 jsou prognosticky ftazeni do kategorie snizkym rizikem
(Puiggros et al. 2014b). V poslednich letech byly detekovany v minimalni deletované oblasti
13qg regiony miRNA-15a a miRNA16-1, které¢ maji funkci tumorsupresort (Ouillette et al.
2008). Vedle téchto miRNA byly na 13q objeveny dalsi geny jako naptiklad DLEU7, ktery se
vyznacuje tumorsupresorovou aktivitou. Obecné bylo prokazéano, Ze velké delece na 13q
(DLEUTY) jsou spojovany s hot$i progn6zou na rozdil od deleci v minimalni deletované oblasti

13q (Klein et al. 2010).

2.4. Signalni drahy u chronické lymfocytarni leukémie

Signalni draha je sled na sebe navazujicich reakci vedouci k bunééné odpovédi. Pomoci
signalnich drah je umoznéna komunikace bunék mezi sebou a koordinace bunéénych procest.
Schopnost buiiky reagovat na mikroprostfedi spravnou signalni drdhou vede naptiklad
ke spravné funkci imunitniho systému ¢i k homeostaze. V piipadé, Ze dojde k néjaké chybé
v tomto informacénim procesu, dochdzi k patologickym procesim. Rozkliovani signalnich
drah jednotlivych nemoci je jednim z hlavnich ukoll védy, jelikoZ zablokovani jednotlivych
¢asti signalni drahy miZe mit potencionalni terapeutické vyuZiti.

V této diplomové praci se budu zabyvat pfedevSim signalni drdhou B-bunécného
receptoru (BCR) a stru¢né€ popisi 1 klicové molekuly této signalni drahy jako jsou Brutonova
tyrozinkinaza (Btk), fosfoinositid fosfolipaza C (PLC-y2) a fosfatidylinositol-4,5,-bisfosfat 3-
kinaza (PI3K), které jsou s BCR propojeny a jsou velice dulezité pro pochopeni role

chemokinovych receptort v patogenezi CLL.
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2.4.1. Signalni drahy B-bunééného receptoru

B-bunéény receptor (BCR) je pfitomen jak u normalnich, tak u malignich B-lymfocyta.
V patogenezi CLL vSak hraje BCR signalni draha klicovou roli pii pfezivani a riistu malignich
bunék (Woyach et al. 2012). BCR se sklada z imunoglobulinu IgM, ktery je nekovalentné
ptipojen K heterodimeru CD79a (Iga) /CD79f (IgB). KdyZz se na IgM navaze antigen, tak
Immunoreceptor thyrosine-based activation motif (ITAM, neboli c¢ast heterodimeru
CD790/CD79p) je fosforylovana kinazami Syk, zprostiedkovavajici dvojitou fosforylaci
heterodimeru CD79a/CD79f a Lyn tyrosinova kinaza, ktera zprostfedkovava stalou amplifikaci
signalu ptes BCR. Ve vysledku dochazi k agregaci celého signalniho komplexu BCR
(Rolli et al. 2002, Fearon et al. 2002). Tento signalni komplex se podili na transdukci signalu
a vede ke spusténi 3 hlavnich signalnich drah BCR: Btk, PLC-y2 a PI3K (viz Obrazek 2).

T4

VARV

Obrazek 2: Signalni draha BCR u chronické lymfocytarni leukémie. (pfevzato z Woyach et al. 2012 b)

Btk patii do skupiny tyrosinovych kindz. Primarné€ je pfitomna v hematopoetickych
bunkach a v nékterych ptipadech u B-lymfocytl, nevyskytuje se v§ak u plasmatickych bunék
¢i T-lymfocyt (Genevier et al. 1994). Btk zprostiedkovava piimou transdukci signalu z BCR
(Petro et al. 2001). Ke spusténi Btk signalni drahy dochazi pomoci tyrosinovych kindz Syk
a Lyn. Btk nasledn¢ aktivuje transkripcni faktor (NF-kB), ktery mize mit antiapoptické ucinky
nebo vést k proliferaci a diferenciaci B-lymfocyta (Petro et al. 2001b). Btk je spousténa nejen
ptes BCR, ale také pies CXCR4 a CXCRS, coz ma za nasledek migraci a adhezi B-lymfocytt
(Spaargaren et al. 2003).

Fosfolipazy C (PLC) jsou enzymy pattici do velké enzymatické rodiny fosfolipaz C.
Obecné jsou pfitomny zejména v hematopoetick}'ICh bunkach, pfiéemi fosfolipéza PLC-y2 j e
draze BCR. Aktivace PLC-y2 probiha tak, ze Btk spolu se Syk a Lyn fosforyluji PLC-y2, ktery
hydrolyzuje fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat (PIP2), ¢imz dochazi k aktivaci druhého posla
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diacylglycerol (DAG) a inositol-1,4,5-trisfosfat (IP3). DAG pisobi jako potencionalni agonista
BTK, spousti fosforylaci protein kinazy C, kterd déale zpisobuje aktivaci signalnich drah BCR
Vv riznych mistech (Petro et al 2001c). IP3 zprostfedkovava skrz kalmodulin influx vapniku
z endoplazmatického retikula do buriky, ktery je nezbytny pro reaktivaci BCR (Roos et al. 2005,
Fluckiger et al. 1998).

PI3K je rozdé€lena do 3 tfid, klicovou roli v homeostdze a funkci B-lymfocyti hraje
signalni draha PI3Kd (Jou et al. 2002). Signalni dréha PI3K je spousténa pres BCR a CXCR
pomoci signalt z mikroprostfedi. PI3K fidi migraci bun¢k, bunéény rist a prezivani bunck
(Srinivasan et al. 2009, Okkenhaug et al. 2003). Aktivace PI3K vede Kk pfeméné PIP»
(zde dochazi ke kompetici mezi PI3K a PLC-y2) na fosfatidylinositol-1,4,5-trisfosfat (PIPs3),
coz vede ke spusténi AKT/mTOR, a ERK signalnich drah, které se podileji na transformaci
normalni buniky v nadorovou (Woyach et al. 2012, Chen et al. 2005). U pacientli bez somatické
hypermutace IgHV byla zjisténa nadmérna exprese PI3K, pficemz u CLL buné¢k zistava PI3K
neustale aktivovana (Kienle et al. 2006).

2.5. Mikroprostiedi u chronické lymfocytarni leukémie

Pfezivani malignich B-lymfocyti striktné zavisi na mikroprostiedi. Hypotéza ,,seed and
soil” od Stephena Pageta pochazi uz z roku 1889 a tika, ze vSechny rakovinné bunky jsou
schopny pribézného vyvoje, ale ristu jsou schopné jenom ty, které se nachazeji v ptislusném
organu, ktery jim zabezpeCuje vhodné mikroprostfedi (Nguyen et al. 2016). Mikroprostiedi
obecné dokaze zabranovat CLL bunikam v apoptéze a udrzuje je tak stale pfi zivoté, zajistuje
jejich proliferaci, migraci a reguluje jejich bunécny cyklus (Choi etal. 2016).
Vliv mikroprosttedi je =zajistén riznymi druhy interakci mezi bunikami, at’ uz pfimo

mezibunéénou komunikaci, nebo piisobenim cytokind (viz Obrazek 3).

CXCL12/13
A oF 00
s CXCL12 TNF

Obrazek 3: Interakce CLL buiky s mikroprostiedim (pievzato z Wiestner 2015).
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Leukemické bunky jsou specifické expresi charakteristickych receptori a ligandu,
které ptsobi v jejich autokrinnich drahach (NF-kB, PI3K/Akt) a pomahaji tak k ptezivani
bunky (Munk et al. 2008 b). U CLL zajist'uje mikroprostfedi hlavné kostni dfen a sekundarni
lymfatické organy. K proliferaci CLL bunék dochazi v mikroanatomické struktufe nazyvané
proliferatni centrum, které je v histopatologii charakteristickym znakem CLL. V téchto
proliferacnich centrech dochézi ke kontaktu CLL bunék s dal§imi bunikami, které spolecné
s okolni matrix vytvateji CLL mikroprostiedi (Stein et al. 1980):

e Nurse-like bunky (NLC) - exprimuji adhezni molekuly a interaguji s CLL
bunikami pomoci cytokini a chemokint, také aktivuji B-bunéény aktivacni
faktor, CD14 a proliferaci indukujici ligand, coz vede k expresi antiapoptickych
genu jako je BCL2 nebo SURVIVIN (Cols et al. 2012)

e T-lymfocyty - maji u pacientd s CLL cetné funkéni defekty a jsou u nich
exprimovany ,,exhaustion* markery (CD22 a CD160), coz zpusobuje naruseni
cytotoxicity a migraci téchto bunék (Fecteau et al. 2012)

e Mezenchymalni kmenové buiky (MSC) - zajistuji pribéznou sekreci
chemokinti pro CLL bunky. Pfi pfimém kontaktu s malignim B-lymfocytem
podporuji bunééné prezivani a aktivuji ZAP70 a CD38. U CLL bunék také
aktivuji signalni drahu ROR1, ktera pomaha prezivani buiky a zaroven indukuji
expresi NF-kB (Purroy et al. 2015, Burger et al. 2013b)

e Prirozeni zabije¢i (NK buriky) - maji u pacientii s CLL naru$enou polymerizaci
aktinu a schopnost komunikace s okolnim prostiedim. V NK burikach pacientt
s CLL také dochazi k expresi lidského leukocytarniho antigenu G, ktery snizuje
cytotoxicitu NK a spousti u nich apoptézu (Maki et al. 2008).

CLL bunky v mikroprostiedi maji aktivované receptory B-cell maturation antigen
(BCMA) a faktor aktivujici B-buiiky B-cell activating factor receptor (BAFF), které mimo jiné
pomahaji pii1 aktivaci BCR (Cols et al. 2012). Interakce CLL buné€k s mikroprostfedim jsou
stale pfedmétem vyzkumu, jelikoZ odhaleni téchto interakci by mohlo mit potencionélni
terapeutické vyuziti. Nedilnou soucasti mikroprosttedi CLL jsou i chemokiny. Chemokiny jsou
peptidy o velikosti 8-12 kDa (piiblizné 350 aminokyselin), které slouzi jako chemoatraktanta.
Superrodina chemokintl je rozdélena do 4 tfid (CXC, CX3C, CC a C) podle pozice 2 nejblizSich
part cysteinll v sekvenci aminokyselin (Mudroch et al. 2000). Chemokiny miiZou ptsobit také

jako mediatory ve vyznamnych signalnich drahach CLL, naptiklad Btk. Obecné plati, Ze jeden
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chemokinovy ligand se miize navazat na vice receptorii a zaroven jeden chemokinovy receptor

muze slouzit pro vice chemokinovych liganda (viz Obrazek 4) (Balkwill 2004).

CXCL7

CXCL2
CXCL8 CXCL10
3 CXCLI11 CXCL16
A GXCLS \CXCLL /oy CXCLY
CXCR1 CXCRG ,
CXCL12 CXCLI3
Lol CXCR4

Obrazek 4: Chemokinové receptory tiidy C-X-C a jejich ligandy (ptevzato z Proudfoot 2002).

Cilem chemokinl je zprostifedkovat migraci imunitnich bunék do cilovych mist.
Vsechny chemokinové receptory jsou charakteristické svymi sedmi transmembranovymi
doménami na N-konci sptazené s G-proteinem (Mudroch et al. 2000b). Mezi nejvyznamné&jsi
chemokinové receptory v souvislosti s CLL patii CXCR4, CCR7 a CXCRS, které pomdahaji
pfi migraci malignich B-lymfocytl z periferni krve do sekundérnich lymfatickych organt
(Borge et al. 2010). Zatimco komponenty mikroprostiedi (NLC) sekretuji chemokiny CXCL12,
CXCLI11, CXCL10, CLL buiiky v periferni krvi exprimuji na svém povrchu chemokinové
receptory CXCR4, CXCR5 a CCRY7. Interakce mezi ligandy a receptory vede k chemotaxi CLL
bunék do tkang, kde se nachazi ptiznivé mikroprostiedi (Davis et al. 2012). Interakce mezi
ligandy a receptory v CLL ovliviiuje nejen migraci, ale podle nejnovéjsich studii i bunéény

cyklus, apoptozu nebo proliferaci malignich B-lymfocytt (Choi et al. 2016).

2.5.1. C-X-C chemokinovy receptor 4

Jednim z nejlépe prostudovanych chemokinovych receptorti je chemokinovy receptor
CXCR4 (CD184). CXCR4 je exprimovan na hematopoetickych kmenovych butikach, T-
lymfocytech, B-lymfocytech, monocytech, v makrofazich, neutrofilech a eozinofilech. Signalni
drahy CXCR4 hraji klicovou roli v tumorogenezi.

Ligandem pro CXCR4 je CXCL12 (SDF-1), ktery je exprimovan v mnoha tkanich

a miize byt pfi¢inou vzniku metastazi. Pfi navazani CXCL12 na CXCR4 dochazi ke spusténi
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nékolika riznych signalnich drah, které jsou spojeny s chemotaxi, proliferaci, piezivanim
a migraci bunky (viz Obrazek 5). Spojeni CXCL12/CXCR4 je zapojeno i Vv angiogenezi
a tumorogenezi. Po navdzani CXCL12 na CXCR4 dochazi k fosforylaci GDP na GTP u Ga
podjednotky G-proteinu. GTP zptsobi rozpad G-proteinovych podjednotek na Ga podjednotku,
ktera aktivuje adenylat cykldzu a ta nasledné aktivuje protein kindzu A (PKA), nebo spousti
signalni drdhu Raf ¢i Ras kindz, coz ma za vysledek aktivaci transkripéniho faktoru NF-xB
(pro ptezivani bunky). Dalsi podjednotky G-proteinu GB+Gy aktivuji signalni drahu PI3K nebo
PLC. Zablokovani interakce CXCL12/CXCR4 nebo inhibice signalnich PI3K a PLC drah

predstavuje jeden ze soucasnych terapeutickych cila (Beverly et al. 2010).

KRARRERRRRR
NENNN WYY NN

MARRRRRRRERIR
NEREYRNNNNYSNY

PIP2 GRK — B Arestin Klatrin
_— S
1P2 DAG Adenylat cyklaza
—cAMP— PKA
J
SOS[ Sre
IP3 PKC > Grb2) \
Pyk R Rk
MAPK Crk |
MEK1/2
T |
Cded2 A
Rac | Pak
NF<B Bad |
/ \ \ NFxB
Cat Chemotaxe Genova Prezivani Chemotaxe Genova
exprese Proliferace exprese

Obrazek 5: Signalni drahy CXCL12-CXCR4 (pfevzato z Beverly et al. 2010).

2.5.2. C-X-C chemokinovy receptor 3

Chemokinovy receptor CXCR3 (CD183) je exprimovan v aktivovanych T-lymfocytech,
NK bunkach a malé populaci zdravych B-lymfocytl pifi zanétu (Qin et al. 1998). Jelikoz je
exprese CXCR3 v malignich B-lymfocytech prokazatelné zvySena, muze slouzit jako
biomarker u fady B malignich onemocnéni, véetné CLL (Trentin et al. 1999). Snizena exprese
CXCR3 u malignich B-lymfocyti je spojovdna s pokrocilym stddiem CLL a zhorSenou
prognozou pro pacienty (Ocaia et al. 2007). Naopak zvySena exprese CXCR3 a snizena exprese
CXCR4 jsou spojovany sobecné lepsi progndézou. Prirozenymi ligandy CXCR3
v mikroprosttedi CLL jsou CXCL9, CXCL10 a CXCLI1, které jsou produkovany
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aktivovanymi T-lymfocyty, endoteliarnimi bunkami a makrofagy stimulovanymi IFNy
(Jones et al. 2000, Sauty et al. 1999). Po navazani CXCL9 na CXCR3 dochazi k aktivaci mnoha
signalnich drah jako jsou Ras/ERK, Src a PI3-K/Akt, které reguluji bunéény cyklus, bunécnou

proliferaci a migraci (Bonacchi et al. 2001).

2.5.3. C-C chemokinovy receptor 7

Chemokinovy receptor CCR7 (CD197) je u malignich B-lymfocyti nadmérné
exprimovan. ZvySena exprese CCR7 pomaha k pfezivani malignich B-lymfocytt a infiltraci
téchto lymfocyti do lymfatickych uzlin (Forster et al. 2008). Ligandy CCR7 jsou
produkty stromatickych bunék CCL19 a CCL21, kter¢ hraji ve fyziologickych podminkach
dalezitou roli pfi distribuci nezralych B a T bun¢k v téle. U CLL dochédzi po navazani
CCL19/21 na CCRY k aktivaci G-proteinu a jeho rozpadu na podjednotku o a heterodimer 3 a .
Podjednotka G-proteinu o aktivuje systém kinaz Ras/Raf a ty nasledné aktivuji MAP kinazy
a extracellular signal-regulated kinase 1/2 (ERK1/2). Podjednotka o také aktivuje MAP kinazu
p38. p38 spolecné s ERK 1/2 aktivuji c-Jun N-terminal kinase (JNK). JNK je MAP kinaza,
ktera je charakteristicka pro zprosttedkovani chemotaxe. Endocytéza B-lymfocytu je zajisténa
diky CDK42/Rac. Buné¢né piezivani a migraci bunék do sekundarnich lymfatickych organu je
zprostiedkovavano pomoci NF-«xB (Till et al. 2002) (viz Obrazek 6). Zvysena exprese CCR7 je
pozorovana u pacientll s expresi ZAP-70. Vyzkumy také potvrdily, Ze pravé ZAP-70 ftidi
expresi CCR7 pies ERK1/2 signélni drahu (Calpe et al. 2011).

Chemotaxe

Obrazek 6: Signalni drahy CCR7-CCL19/21 (pfevzato z Lijima et al. 2005).
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2.5.4. C-X-C chemokinovy receptor 5

Chemokinovy receptor CXCRS5 (CD185) je exprimovan pouze u zralych B-lymfocytt,
malych populaci CD4+ a CD8+ T-lymfocyti a dendritickych bun¢k (Muller et al. 2003).
Ligandem CXCRS je CXCL13, ktery je sekretovan stromatickymi buiikami v sekundarnich
lymfatickych orgénech. Po navazdni CXCL13 na CXCRS5 dochézi ke zvySené migraci bun¢k
B-lymfocyti, polymerizaci aktinu a aktivaci ERK 1/2 MAPK signalni drahy, viz vyse
(Davis et al. 2012).

2.6. Lécba chronické lymfocytarni leukémie

CLL je pomalu progredujici onemocnéni s pétiletym medianem pieziti 82 % CLL
pacientil (American Cancer Society 2013). Lécebné postupy CLL prod¢laly za poslednich 10
let velké zmény, ale navzdory mnozstvi novych terapeutickych produktt, zistava CLL nadale
nevyléCitelnym onemocnénim (Morrison et al. 2016b). Lécba je pro kazdého pacienta
individudlni a ,,8itd na miru“ podle jeho véku, prognostickych faktori a ptidruzenych
onemocnéni a komplikaci (viz vy3e). Zahajeni 16¢by se v Ceské republice ¥idi protokolem
z National Cancer Institute-Working Group (Hallek et al. 2008). U pacienti ve vékovém
rozmezi 60-65 let a mladsich bez vyznamnych komorbidit je doporu¢ena alogenni transplantace
kostni dfen€, nebot’ transplantace je jedinou moznou nadéji na uplné vyléceni.

Lécba prosla v poslednich desetiletich vyznamnymi zménami od 1écby cytotoxickymi
1é¢ivy, naptiklad chlorambucilem ¢i cyklofosfamidem, az k terapii purinovymi nukleosidovymi
analogy (fludarabin) ¢i imunoterapeutiky (rituximab, ofatumumab, alemtuzumab). Pouziti
kombinované terapie fludarabin, cyklofosfamid, rituximab (FCR) nebo bendamustin, rituximab
(BR) je mnohonasobné u€innéjsi a mize vést ke kompletni nebo alespon parcialni remisi
(Eichhorst et al. 2016). Nasazeni spravné terapie vSak stale zalezi na aktualnim stavu pacienta,
kdy je mozno pfejit od vice agresivni, avsak G¢innéj$i kombinované terapie k monoterapii, ktera
neni natolik agresivni, ale zato méné uc¢innd. V soucasné dobé ma stale vétsi potencial terapie
pomoci inhibitord BCR signalni drahy a BCL2 antagonisti. Mezi tyto terapeutika patii 1é¢iva

ibrutinib, idelalisib a venetoclax, kterymi se budu v této praci podrobnéji zabyvat.

2.6.1. Ibrutinib

Ibrutinib je selektivni ireversibilni inhibitor BTK patfici do skupiny malych molekul.
Mechanismus ucinku ibrutinibu spoc¢iva v kovalentni vazbé na proteinovy komplex BTK

(Cys 481 v ATP vazebné doméné¢ kindzy), ¢imz znemozni jeji fosforylaci a zablokuje klicovou
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signalni drahu BCR. U B-lymfocytii se zablokovanou BTK signéalni drahou je spusténa
apoptdza (mitochondrialni apopototickd draha). Ibrutinib je tedy latka, kterd na maligni B-
lymfocyty puasobi tak, Ze podporuje jejich apoptdzu, zabranuje proliferaci a naruSuje
komunikaci s mikroprostiedim prostiednictvim (Maffei et al. 2015) (viz Obrazek 7). Nanestésti
ptiblizn¢ 30 % pacienti s CLL vykazuje primarni rezistenci na ibrutinib, kterd mulze byt
zpusobena mutaci BTK (Byrd et al. 2013). Ibrutinib se vyuziva i pfi kombinované terapii

napiiklad s rituximabem ¢i idelalisibem.

2.6.2. Idelalisib

Idelalisib je selektivni inhibitor PI3K4 signalni drahy patiici do skupiny malych 1é¢iv.
Zablokovanim PI3Ké dochazi k blokaci BCR a nasledné apopt6ze butiky (de Rooij et al. 2015)
(viz Obrazek 7). ldelalisib se v terapii vyuziva u pacientii po relapsu nejcastéji v kombinované
terapii s rituximabem ¢i ibrutinibem.

Kombinace terapeutik ibrutinibu a idelalisibu spoc¢iva v synergii, kdy Ibrutinib inhibuje
BTK, ale kovalentn¢ vazany muze také vazat a blokovat PIPs. Idelalisib je v tomto ptipadé
schopen inhibovat vazbu, ktera je zodpovédna za translokaci a aktivaci PLC-y2 - substratu BTK
(de Rooij et al. 2015b).

zhorsSena migrace

redukce ochrany CLL
zorostiredkovaného mikropnrostiredim

Obrazek 7: Mechanismus tc¢inku idelalisibu a ibrutinibu na CLL buiku (pfevzato z Maffei et al. 2015)
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2.6.3. Venetoclax

Venetoclax je novinkou Vv chemoterapii, ktera se doporucuje pacientim s CLL
po relapsu, nereagujicim jedincim na 1é¢bu nebo pacientiim s CLL se shorSenou prognézou
diky ptidruzené chromozomové aberaci del(17p). Venetoclax patii do skupiny malych 1éCiv
podavanych per oralné. Jde o selektivni inhibitor antiapoptotickych proteini patfici
do proteinové rodiny Bcl-2. Venetoclax se vaze na antiapoptoticky protein, ktery inhibuje.
V tomto dusledku dochazi ke zvySeni koncentrace proapoptickych proteinti jako je naptiklad
BIM (protein Bcl-2 rodiny), ktery spousti mitochondrialni drahu apoptozy aktivaci kaspazy 9
(Center for drug evaulation and research 2015).

2.6.4. Rituximab

Rituximab patii do skupiny imunoterapeutik, konkrétné se jedna o monoklonalni
protilatku proti znaku CD20. Rituximab byl prvnim lékem svého typu, ktery byl schvalen
k 16¢bé rakoviny. Pouziva se jak v monoterapii, tak v kombinované terapii jako takzvany ,,zlaty
standard“ (FCR). Jeho hlavni nevyhodou je rezistence n¢kterych pacienti, kteti jsou refrakterni
k rituximabu (Smith 2003).

Povrchovy antigen CD20 je exprimovan v riznych vyvojovych stadiich B-lymfocytl
az po plasmatickou buiiku. Role CD20 v bunééné signalizaci neni jasna, avsak signalizace
ptes CD20 je zapojena v diferenciaci B-lymfocytt (Reff et al. 1994, Tedder et al. 1985). Vazba
rituximabu na CD20 na B-lymfocytu vede k aktivaci kaspazy-3 a nasledné apoptoze bunky
(Alas et al. 2002).

2.7. Principy pouZzitych metod

2.7.1. Pritokova cytometrie

Pritokova cytometrie je béZna metoda vyuzivana pro detekci CLL bunék. Simultanné
méii a analyzuje fyzikalni vlastnosti dané Castice, zpravidla jedné bunky. U bunck lze méfit
jejich relativni velikost, relativni granularitu a intenzitu fluorescence. Pomoci priitokové
cytometrie je mozné také bunky pocitat nebo je v ptipade specidlnich pratokovych cytometri
ttidit. Pritokovy cytometr se sklada ze tii Casti: opticka cast, fluidika a zobrazovaci ¢ast.

V optické Casti se nachazeji lasery, optické filtry, dichroickd zrcadla a fotondsobice.
Pomoci laseru dopadajiciho na danou castici dojde k absorpci a nasledn€ emisi svétla o vetsi
vinové délce a mensi frekvenci. Tento paprsek je nasledné veden pomoci dichroickych zrcadel

a optickych filtrti do piislusného optického filtru, ktery paprsek propusti. Poté je jeho signal
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veden do odpovidajiciho fotonasobice. Z fotonasobice je pak signal veden do daného detektoru,
kde je zpracovan (BD Biosciences, 2000). Rizné cytometry se lis§i poctem laserd (1-7)
a usporadanim optickych filtri a detektorti (az 49 detektortt).

Laser pratokového cytometru je veden skrz tzky proud tekutiny (vzorek v unaseci
kapalin¢). Pro optimalni vysledek, je tieba, aby se bunka nachéazela ptfimo uprostied vodniho
paprsku. Pro dosazeni tohoto cile je pritokovy cytometr slozen z velice slozitého hydraulického
kapalinového systému, kde se vyuziva hydrodynamické fokusace. Hydrodynamicka fokusace
je jev, kdy dochazi k soustiedéni vzorku do izkého proudu pomoci unaseci kapaliny. Na tyto
kapaliny je vyvijen rozdilny tlak (tlak unaseci kapaliny je vétsi). Tlaky jednotlivych kapalin
musi byt pfedem dobfe nastaveny, nebot’ nesmi dochazet k turbulentnimu proudéni a zaroven
musi byt tlak dostate¢n¢ velky na to, aby vyvolané zrychleni v pritokovém otvoru stimulovalo
buiikky pohybovat se jednotlivé a do ohniska svételného zdroje se tak dostadvala vzdy pouze
jedna bunka (Dolezel 2007).

Detektory ptevadi detekované svételné signaly na elektrické impulzy, které jsou
amplifikovany pomoci fotodiod. Tyto signdly jsou dale digitalizovany a zpracovany pomoci
softwaru.

Po vlozeni vzorku do priatokového cytometru dochazi k jeho hydrodynamické fokusaci
do uzkého proudu, kterym v jednom bodé prochazeji dva na sebe kolmé laserové paprsky. Tyto
dva laserové paprsky méfi predni (FSC) a bo¢ni rozptyl (SSC) svétla. Diky FSC mizeme zméfit
velikost buriky, diky SSC méfime granularitu buiiky (Dolezel 2007b). Pomoci téchto dvou
udajii jsme, naptiklad v periferni krvi, schopni od sebe odlisit jednotlivé bunécné populace
ve dvouparametrovém bodovém grafu (dot-plot graf), ktery zobrazuje mnozstvi bunék pomoci
hustoty bodid. Cilovou skupinu bunék, kterou chceme dale analyzovat, si lze oznacit vybérem
skupinu bunék, kterou chceme dale analyzovat, si lze oznacit vybérem (tzv. gate) (viz Obrazek
8).

24



(x 1,000)
20

88C-A
g0 20

0

5 |
'_L#IIPIIII?

T I-I l-‘l T l. 1 ] LB I LI ] L I 1
50 100 150 200 250
FSC-A (x 1,000)

Obrazek 8: Dot-plot histogram periferni krve zdravého jedince. V Cerveném vybéru (gate) je
vyznacena populace lymfocyta.

Jednotlivé cilové bunécné populace je mozné specificky barvit pomoci monoklonalnich
fluorescencné znacenych protilatek. Flourescencni barvy maji odlisnd absorpcni a emisni
maxima, proto jsou detekovana odlisSnymi detektory a daji se od sebe odlisit. Dilezité je volit
fluorescenéni barvy tak, aby se jejich emisni maxima neptekryvala. V cilové populaci bunck
jsme tak schopni odlisit dalsi bunééné populace, u které je mozné stanovit relativni pocty.

Jednotlivé intenzity fluorescencnich signall je mozné sledovat na histogramu (vyjadieni
zavislosti intenzity fluorescence na po¢tu bunek). Pomoci dvouparametrovych grafa (dot-plot
grafll) si lze zobrazit dvé fluorescencni barvy pies sebe a identifikovat tak naptiklad populaci
dvojité pozitivnich bunék. Pfed kazdym takovymto méfenim je nutné provést méfeni
S negativni kontrolou S tzv. izotypovou kontrolou, podle které se odecte fluorescencni pozadi
vznikajici nespecifickymi vazbami fluorescenéné znacenych protilatek. Poté mulZeme
zkoumanou populaci bunék v dot-plot grafu charakterizovat na zakladé rozmisténi kvadranti
(viz Obrazek 9). Je nutné poznamenat, Ze pred kazdym mefenim nového vzorku je nutné provést
meéfeni s touto negativni kontrolu, nicméné zachovat primarni nastaveni, aby kazdé méfeni bylo
provedeno za konstantnich podminek a dalo se nasledné vyhodnotit (McCkacken 2015,
navstiveno dne 22. 4. 2017). Intenzita fluorescence vyjadiuje hustotu exprese daného znaku
na jednotlivych burnikach a je vyhodnocena softwarem, ktery spocita MFI (mean fluorescence
intensity). MFI je statisticka hodnota, se kterou jsou porovnany jednotlivé vzorky mezi sebou

a také viici negativni kontrole.
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Obrazek 9: Dot-plot histogram lymfocytid z periferni krve zdravého jedince. V kvadrantu 1 jsou patrné
bunky negativni jak na povrchovy marker CD5, tak na povrchovy marker CD19. V kvadrantu 2 jsou
patrné bunky, které jsou pozitivni pouze na povrchovy marker CD19. V kvadrantu 3 jsou bunky
pozitivni pouze na povrchovy marker CD5. U bun¢k v kvadrantu 4 jsou pfitomny oba povrchové
markery (CD19 i CD5).

2.7.2. Kvantitativni PCR V realném case

Pro studium genové exprese je klicova detekce na tirovni mRNA. VSechny metody
kvantitativni qPCR vyuzivaji k detekci amplikont nérast fluorescence, kterd je detekovana
pomoci pfistroje se zabudovanym fluorimetrem. qPCR se vyuziva pfti relativni 1 absolutni
kvantifikaci genové exprese jednotlivych gend, genotypizaci a také naptiklad pfi uréeni typu
a mnozstvi patogena (NCBI Project, navstiveno dne 11.4.2017).

Metoda gPCR byla v této praci vyuzita pii studiu genové exprese chemokinovych

receptord.

2.71.2.1. Kvantitativni PCR v realném case s vyuzitim TagMan® sond
Technologie TagMan vyuziva hydrolyzacnich sond, které jsou kovalentné
modifikovany na 5°-konci molekulou fluoroforu a na 3’-konci molekulou zhasece. Fluorofor
a zhasec¢ déli sekvence oligonukleotidu. Zhasec je tedy v malé vzdalenosti od fluoroforu, ¢imz
pohlcuje jeho emitovanou fluorescenci. TagMan sonda je navrzena tak, aby byla
komplementarni k DNA regionu, ktery je amplifikovan pomoci specifickych primerti a Taq
polymerazy. Diky 5" -3’exonukledzové aktivit¢ Tagq polymerazy, je TagMan sonda
pii prodluzovani komplementarniho vldkna DNA degradovana. Po degradaci TagMan sondy
se zhasec¢ dostane do vétsi vzdalenosti od fluoroforu, takze neni schopen pohlcovat fluorescenci

emitovanou timto fluoroforem a dochazi k zachyceni fluorescence pomoci pfistroje
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(Heid 1996). Tento proces se opakuje v kazdém cyklu reakce, a zaroven neinterferuje
s namnozenymi PCR produkty (PREMIER Biosoft, navstiveno dne 22. 4. 2017).

2.1.2.2. Kvantitativni PCR v realném ¢ase s vyuzitim SYBR® Green
SYBR Green je interkalacni barvivo, které se vaze do velkého zldbku dvouvlaknové
DNA (dsDNA). V PCR dochazi k navazani SYBR Green v hybridiza¢ni a syntetické fazi.
Po navazani barviva do dsDNA dochazi k emisi zeleného zafeni, které je zachyceno pomoci
pfistroje. Na tomto principu lze tak provést kvantitativni i kvalitativni analyzu vzorku. Jde
0 relativné levnou metodu, kterd nepotiebuje navrh specifickych préb, na druhou stranu vsak
u této metody dochazi k falesné pozitivité vzorkd v disledku nespecifickych vazeb a je nutno

peclivé a spravné navrhovani specifickych primeri (Arya et al 2014).

2.7.2.3. Technologie WaferGen The SmartChip My Design™

Technologie SmartChip vyuZiva real-time PCR analyzy na 72x72 nanojamkovém cipu.
Tato technologie je robustni metodou schopnou real time analyzy az 5184 vzorkt v jednom
béhu (cca 2 hodiny). V ptipadé platformy The SmartChip My Design je ¢ip dodavan bez PCR
premixu a primert. VSechny reagencie véetné cDNA jsou na ¢ip dispenzovany ve dvou cyklech
pomoci nanodispenzoru (SmartChip™ TE MultiSample NanoDispenser) ve specifickych
objemech.Takto pfipraveny SmartChip My Design™ je vlozen do Real-Time PCR System
(Bio-systems) cykléru, kde probéhne qPCR v uréeném teplotnim profilu. eplotnim profilu.
Postup analyzy na platform¢ WaferGen je znazornén na Schéma 1 (WaferGen Biosystems
2016).
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Schéma 1: Technologie WaferGen - postup prace s platformou WaferGen The SmartChip My Design.

SmartChip MyDesign Chip (5184 nanojamek)

384 mikrotitracni
destickavzorkd

[

384 mikrotitraéni
reakini desticka

| > l 10-30 minut
;

Dispenze reagencii

l 10-30 minut
'
Y

7 - ‘ '
Genova exprese f " Genotypizace

2.7.3. Statistika

Porovnani expresi mezi jednotlivymi skupinami a podskupinami CLL pacientt a kontrol

Dispenze vzorkl

bylo provedeno pomoci neparametrického U-testu (Mann—Whitney). Na analyzu dat byl pouzit
statisticky program GraphPad Prism 7.02 a hodnoty P < 0,05 byly povazovany za statisticky
vyznamne.

Data z prutokového cytometru byla analyzovana pomoci programu FlowJo V10
Software. Relativni hodnoty MFI u pacienti s CLL byly porovnany s kontrolni skupinou

pomoci neparového testu.

28



3. Cil prace

Cilem teoretické casti diplomové prace byla literarni reSerSe zameétfena na studium
chemokinovych receptorti u chronické lymfocytarni leukémie.

Cilem praktické ¢asti diplomové prace bylo charakterizovat diferencialni genové profily
vSech chemokinovych receptort tfidy C-C a C-X-C v perifernich mononuklearnich butikach
pacientd s chronickou lymfocytarni leukémii a u kontrolnich jedinci. Dale pak provést
subanalyzu, kdy byly srovnany genové expresni profily u pacienti s CLL rozdé€lenych podle
prognosticky vyznamnych cytogenetickych aberaci del(17p) a del(13q). V dalsi ¢asti této prace
bylo cilem studovat expresi vybranych deregulovanych chemokinovych receptort

na proteinové expresni urovni.
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4. Material a metodika

4.1. Vybaveni laboratore a material

Biologicky material: Periferni krev pacienti s CLL a zdravych jedinct odebrana

do zkumavky s EDTA.

Izolace  perifernich mononuklearnich bunék: Centrifuga chlazena (Sigma

Laborzentrifugen), pasteurova pipeta (Equmed, 3 ml), zkumavky (Gama, 15 ml),
mikrozkumavky (Eppendorf, 1,5 ml), automaticka pipeta (Eppendorf research plus, 0,1-10 ul,
10-100 pl, 20-200 pl, 100-1000 ul), plastové Spicky s filtrem (Eppendorf), flotacni roztok
(Sigma-Aldrich), PBS pufr (EXBIO Olomouc s.r.0.).

Izolace RNA: Centrifuga chlazena (Sigma Laborzentrifugen), mikrozkumavky Lobind
(Eppendorf, 1,5 ml), automaticka pipeta (Eppendorf research plus, 20-200 ul, 100-1000 ul),
plastové Spicky s filtrem (Eppendorf), 96% ethanol (FARGON), TRI Reagent® (SIGMA
Aldrich), Direct-zol™ RNA MiniPrep kit (The EPIGENETICS Company™), RNAse inhibitor
(Roche).

Reverzni transkripce a gPCR: Prouzek 8 PCR 0,2 ml mikrozkumavek s vypouklymi

vicky (Vekon), kryo stojan na mikrozkumavky (Verkon), termocyklér (Eppendorf), stripy
s vicky pro Rotor-Gene (IAB, 0,1 ml), Rotor-Gene Q (Qiagen), plastové $picky s filtrem
(Eppendorf), automaticka pipeta (Eppendorf research plus, 0,1-10 pl, 2-20 pl), 16 RotorGene
Software 6.1.71 (Corbett Research), voda pro PCR (B. Braun), hofe¢naté ionty (Thermo
Scientific), PCR pufr (Thermo Scientific), Probe50 (Roche), StartTMTagDNA polymeraza
(Thermo Scientific), primery a sondy (Life Technologies, viz Tabulka 8), primery pro PSMB2
(IDT), Transcriptor first strand cDNA synthesis kit (Roche, kit ¢. 04897030001), SYBR Green
(Roche), WaferGene (Life-systems), SmartChip™ My Design (Life-systems), SmartChip™
TE MultiSample NanoDispenser (Life-systems), GraphPad 7.02.

Pritokova cytometrie: BD FACSCanto™ Flow Cytometer (BD Bioscience), centifuga

(Eppendorf), pasteurova pipeta (Equmed, 3 ml), zkumavky (Gama, 5 ml), BC FACSDiva
software (Becton Dickinson), FlowJo V10 Software (LLC), lyza¢ni roztok (Lékarna FNOL),
fosfatovy pufr (EXBIO Olomouc s.r.0.), protilatky (BioLegend, viz Tabulka 4).
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4.2. Schéma pracovniho postupu

Periferni krev v EDTA

Extracelularni exprese Relativni genova exprese

|
Izolace mononuklearnich
Barveni protilatkami a bunck a celkové RNA
nasledna lyze erytrocytti

, . | Reverzni transkripce
Analyza proteinové exprese metodou

pratokové cytometrie (BD FACSCanto
Flow Cytometer)

gPCR s housekeepingovym genem PSMB2 pro zjisténi
koncentrace a natedéni vzorkt na jednotnou koncentraci

gPCR analyza genové exprese
(WaferGen)

4.3. Soubor pacientii a kontrol

Genova exprese chemokinovych receptorii byla zkoumana na skupiné 93 jedinct,
z nichz 59 tvotilo skupinu pacientll s CLL a 34 zdravych jedinci tvofilo kontrolni skupinu
(viz Tabulka 1). Skupina pacientt s CLL byla déle rozdélena dle ptitomnosti specifickych
cytogenetickych aberaci: del(17p), del (13q) a del (13g914).

Tabulka 1: Soubor pacienti a kontrol, u kterych byla provedena analyza genové exprese chemokinovych

receptortl.
= = e
CLL 59 21 38
del(17p) 15 6 9
del(13q14) 11 3 8
del(13q) 33 12 21
kontroly 34 23 11

Exprese chemokinovych receptorii pomoci priitokového cytometru byla zkoumana na
skuping¢ 97 jedincii, z nichz 73 osob tvotilo skupinu pacientti s CLL a 24 osob tvofilo kontrolni

skupinu zdravych jedinci (viz Tabulka 2).
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Tabulka 2: Soubor pacienti a kontrol, u kterych byla provedena analyza proteinové exprese

chemokinovych receptort.

pacienti s CLL 73 31 42
kontroly 24 19 5
celkovy pocet 97 50 47

4.4, Relativni genova exprese

Genova exprese jednotlivych chemokinovych receptorti byla zjisténa pomoci pfistroje
WaferGen The SmartChip My Design, ktery je schopen real-time analyzy vétsiho mnozstvi
gend v jednom béhu na jednom Cipu. Vysledky z WaferGene byly zpracovany a statisticky
vyhodnoceny v programu GrafPad Prism 7.02.

4.4.1. 1zolace mononuklearnich bunék a RNA

Z5 ml periferni krve v EDTA Dbyly vyizolovany periferni mononuklearni bunky
(PBMC) pomoci hustotni gradientové centrifugace. Mononuklearni bunky byly poté
resuspendovany v 200 pl TRI Reagent® roztoku. Nasledné byla vyizolovana RNA pomoci
Direct-zol™ RNA MiniPrep kitu. Z dvodu nestability molekuly RNA byl vzorek po izolaci

uchovan na led€ a pouZit k reverzni transkripci nebo zamrazen na -80 °C.

4.4.2. Reverzni transkripce

Reverzni transkripce byla provedena pomoci Transcriptor First Strand cDNA Synthesis
Kit. Kazdy vzorek byl pfipravovan v triplikatu v reakénim objemu 20 pl. Do kazdé 0,2 ml
zkumavky bylo napipetovano 5 pl Template-primer mixu (viz Tabulka 3) a pfidan piislusny
vzorek RNA o objemu 8 pl. Zkumavky byly poté centrifugovany a vlozeny do termocykléru
na teplotni profil 1 (viz Tabulka 4). Poté byly vzorky ponechany 5 minut pii 4°C. Do vSech
zkumavek bylo nasledné ptidano 7 pul RT-mixu (viz Tabulka 3), zkumavky byly centrifugovany
avlozeny do termocykléru na teplotni profil 2 (viz Tabulka 4). Poté byly vzorky opét ponechany
5 minut pii 4 °C. Kazdy vzorek piipravovan v triplikatu, byl poté smichan do spole¢né 1,5 ml
zkumavky a dopInén 20 ul PCR H20 na celkovy objem 80 pl. Produkty ziskané ve formé cDNA
byly skladovany pfi teploté -20 °C.

32



Tabulka 3: Reak¢éni mix pro reverzni transkripei.

Reagencie Objem na jednu reakci [ul]
Voda pro PCR 4
Anchored-oligo (dT) 1
Celkem 5
I .

Transcriptor reverse transcriptase reaction buffer 4

Protector Rnase inhibitor (40U/ul) 0,5
Deoxynucleotide mix (10 mmol/l) 2

Transcriptor reverse transcriptase 0,5
Celkem 7

Tabulka 4: Teplotni profil pro reverzni transkripci.

Krok Teplota [°C] Cas (minuty) Pocet cyklu
inkubace 65 10 1
inkubace 50 60 1

inaktivace enzymu 85 5 1

4.4.3. Kvantitativni PCR

Pro zjisténi piesné koncentrace cDNA byla provedena qPCR s housekeepingovym
genem Proteasome subunit beta 2 (PSMB2), (viz Tabulka 8) pomoci TagMan sondy (Proba 50)
v termocykléru RotorGene Q (Qiagen) nastavenym na odpovidajici teplotni profil
(viz Tabulka 6). Nejprve byly vSechny komponenty pro PCR reakci zvortexovany, vyjma
enzymu, a centrifugovany. Do kazdé 0,1 ml PCR zkumavky bylo ptidano 20 ul reakéniho mixu
(viz Tabulka 5) a 5 pl ptislusného vzorku cDNA. Pro méfeni fluorescence byl pouzit pfistroj
Rotor-GeneQ a pro vyhodnoceni absolutni kvantifikace byla pouzita metoda druhé derivace

(RotorGene Software 6.1.71, Corbett Research).



Tabulka 5: Reakéni mix pro kvantitativni PCR s pouzitim TagMan sond.

Voda pro PCR 11,55
PCR pufr (10x) 2,5
MgCl2 (25 mmol/l) 3,5
dNTPs (10 mmol/l) 1
Probe 50 1,25
Thermo-Start™ TagDNA 0,2
Celkem 20

Tabulka 6: Casovy a teplotni profil kvantitativni PCR s pouZitim TagMan sond.

Pocate¢ni denaturace 95 15s 1
Denaturace 94 30s 40
Navazani primeru 60 45s 40
Syntéza DNA 72 60 s 40

Pro zjisténi genové exprese pomoci piistroje WaferGene byly nejprve nafedény vzorky
cDNA na jednotnou koncentraci 20 ng/ul a primery pro amplifikaci studovanych gent
(viz Tabulka 10) na koncentraci 1,5 mol/ul. ¢cDNA a primery byly fadné vortexovany
a centrifugovany pii 21000 rcf po dobu 40 minut.

Uspofadani na SmartChipu bylo 12 eseji x 384 vzorkl. Kazdy vzorek byl pipetovan
ve Ctyfech opakovanich. Celkovy pocet vzorkli byl 96, z nichz jeden vzorek byla negativni
kontrola (NK) a dalsi 2 vzorky reakce referenc¢ni CDNA (refcDNA) o koncetracich 10 ng/ul
a 5 ng/ul, zbylych 93 reakci byly vlastni vzorky.

V prvnim kroku byl ptfipraven Sample-plate, kdy do kazdé jamky 96 jamkové desticky
bylo napipetovano 25 ul interkalacniho barviva SYBR Green a 30 pl cDNA. Desticka byla
zalepena filmem, vortexovana a kratce centrifugovana. Pomoci multikanalové pipety bylo 12,5
pul smési z kazdé jamky 96 jamkové desticky pieneseno do 384 jamkové desticky (vzdy
ve Ctyfech opakovanich). Takto ptipraveny Sample-plate byl zalepen PCR f6lii a uchovan na

ledu ve tmé.
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V dal$im kroku byl pfipraven Assay-plate. Do 96 jamkové desticky bylo napipetovano 50 ul

PrimerMixu o koncentraci ptislusnych primert 1,5 mol/ul (viz Schéma 2).

Schéma 2: Usporadani primerti v 96 jamkové desticce.

9. |1 2 3{4|5(6]7|8|9(10 |11 |12
A PGK1 CCR1

B CXCR1 | CCR2

C CXCR2 | CCR3

D CXCR3 | CCR4

E CXCR4

F CXCR5

G CXCR6

H CXCR7

Dale pak byl ptipraven AssayMix (Light Cycler SYBR Green Master 1 V= 593,9 nl/384
jamkova desticka + H,O V=53,36 ul/384 jamkova desticka). Do kazdé jamky 384 jamkové
desticky pak bylo pomoci multikanalové pipety napipetovano 12,6 pl AssayMixu a nasledné
8,36 ul primerti z 96 jamkové desti¢ky (viz Schéma 3). 384 jamkova desticka byla zalepena

specialnim filmem, zvortexovana a uchovana ve tm¢ na ledu spole¢né se Sampleplate.

Schéma €. 3: Usporadani primer( v 384 jamkové desticce.

386 j. 1 2 3 4
A | PGKL | PGK1 | CCR1 | CCR1
B PGK1 | PGK1 | CCR1 | CCR1
C |cxcri|cxcri| ccr2 | ccr2
D |CXCRl|CXCR1| CCR2 | CCR2
E | CXCR2|CXCR2| CCR3 | CCR3
F | CXCR2|CXCR2| CCR3 | CCR3
G |CXCR3|CXCR3| CCR4 | cCr4
H |CXCR3|CXCR3| CCR4 | CCR4
| | CXCR4|CXCR4
J | CXCR4|CXCR4
K | CXCRS | CXCR5
L | CXCR5|CXCR5
M | CXCR6 | CXCR6
N | CXCR6 | CXCR®6
O | CXCR7]|CXCR7
P | CXCR7|CXCR?
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V dal$im kroku byl zapnut a také procistén SmartChip Nanodispensor, Sample-plate
s Assay-plate byly centrifugovany pti 2720 rcf po dobu 20 minut. Bylo provedeno nastaveni
SmartChip Nanodispenzoru potiebné pro dispenzovani. Po centrifugaci byl do pfistroje vlozen
Smartchip a Sample-plate ve spravné pozici a bylo spusténo dispenzovani vzorkl trvajici
1 hodinu. Po dokonceni pipetovani celého Cipu byl Cip osuSen, pfelepen specidlni folii
(Intermediate) a utésnén pomoci stérky. Nasledovala 20-ti minutova centrifugace pii 2720 rcf.
Po odstranéni folie byl SmartChip opét vlozen do nanodispenzoru s Assay-plate. Bylo spusténo
dispenzovani eseji po dobu 20 minut, po dokonéeni dispenzovani byl opét Smartchip osusen,
pielepen specialni folii a centrifugovan 20 minut pii 2720 rcf. Takto pfipraveny Smartchip
véetné folie byl vlozen do pfistroje SmartCycler a spusténa qPCR v teplotnim profilu
(Tabulka 7).

Vysledky exprese pacientdt s CLL byly porovnany s housekeepingovym genem
Phosphoglycerate kinase 1 (PGK1). Vsechny vysledky byly statisticky vyhodnoceny
v programu GraphPad Prism 7.02.

Tabulka 7: Casovy a teplotni profil kvantitativni PCR s pouzitim interkalaéniho barviva SYBR Green.

Poclateéni denaturace 95 5 min 1
Denaturace 95 34s 40
Syntéza primeri a DNA 60 64 s 1

Tabulka 8: Popis studovanych genti a pouzitych primert pro qPCR.

PSMB2 proteasome subunit beta 2 NM_002794 5’-GTGAGAGGGCAGTGGAACTC-3"
5"-GAAGGTTGGCAGATTCAGGA-3’
PGK1 phosphoglycerate kinase 1 NM_000291 5'-CTCAACAACATGGAGATTGG-3’
5-CTTTGGACATTAGGTCTTTGAC-3
CXCR3 C-X-C motif chemokine receptor 3 NM_001504 5-CCCCAAGACCTCTATATTGC-3’
5-TTGGTCCTGACGATCTTG-3"
CXCR4 C-X-C motif chemokine receptor 4 NM_003467 5-AACTTCAGTTTGTTGGCTG-3"
5"-GTGTATATACTGATCCCCTCC-3"
CXCR5 C-X-C motif chemokine receptor 5 NM_001716 5-AGTATCCTCATTTGGGGTAG-3"
5'-GCATTGGATGATTAGGATGG-3"
CXCR1 C-X-C motif chemokine receptor 1 NM_000634 5-TTAAGTCACTCTGATCTCTGAC-3’

5-TGGTTTGATCTAACTGAAGC-3"
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Pokracovani tabulky 8: Popis studovanych gent a pouzitych primerti pro qPCR.

CXCR2 C-X-C motif chemokine receptor 2 NM_001557 5-CCAGTCAGGATTTAAGTTTACC-3’
5-GTTGATTTCCAGGGATTCTG-3’
CXCR6 C-X-C motif chemokine receptor 6 NM_006564 5'-GGTGTTCATCAGAACAGAC-3’
5"-GAAAGACCTTGCTGAACTG-3’
CXCR7 C-X-C motif chemokine receptor 7 NM_020311.2 5'-GATGTGGGTTACAAAGCTG-3"
5'-AATCAAATGACCTCCGGG-3’
CCR1 C-C motif chemokine receptor 1 NM_001295 5’-CCTTGGAACCAGAGAGAAG-3’
5’-AATACCAAGGAGTACAGAGG-3’
CCR2 C-C motif chemokine receptor 2 NM_001123396 5-AAGCCTTTTTCACATAGCTC-3’
5-CTTTCACATTCTTTCCTGGTC-3’
CCR3 C-C motif chemokine receptor 3 NM_001837 5-CACTGCTGAGTTGTATTGG-3"
5'-GCTCTGGTATCAGCTTTTTC-3"
CCR4 C-C motif chemokine receptor 4 NM_005508.4 5-GCTTTCAGAAAAGCAAGC-3’
5-TGCTGTATATGCTTTCATCG-3’
CCR5 C-C motif chemokine receptor 5 NM_00579.3 5-TATTCTGTGTAGTGGGATGAG-3’
5-TGCTGTTTCTTTTGAAGGAG-3’
CCR6 C-C motif chemokine receptor 6 NM_004367.5 5-TATGCTGGTGAACAGAAATG-3’
5’-CTCAATAAAGAAGGAGCTGTC-3"
CCRY7 C-C motif chemokine receptor 7 NM_001838 5-TTGTCATTTTCCAGGTATGC-3"
5-AATGATGGAGTACATGATAGGG-3’
CCRS8 C-C motif chemokine receptor 8 NM_005201.3 5-GAACAAAGGCTGTCACTAAG-3’
5’-GTTTCCCAGAAGACTGAATAC-3’
CCR10 C-C motif chemokine receptor 10 NM_016602.2 5-CTGCGAATCTAGAGGAGG-3’

5’-CACAGAGGTAGTCCCTTTAG-3’

4.5. Proteinova exprese

Dalsi ¢ast této diplomové prace byla zaméfena na analyzu proteinové exprese vybranych
chemokinovych receptori na CLL bunkach (CD5+ CD19+ B-lymfocyty). Dalsimi
specifickymi monoklonalnimi protilatkami s jinymi fluorochromy byly oznaceny chemokinové
receptory (CXCR3, CXCR4, CXCR5 a CCR7) exprimované na povrchu malignich B-
lymfocyti. Pomoci pritokového cytometru byly odliSeny bunécné populace, na kterych byla
urena relativni exprese chemokinovych receptorti. Jednotlivé signdly zaznamenané
pritokovym cytometrem byly sledovany na histogramu jako zavislost intenzity fluorochromu
na poc¢tu bunék. Pomoci dot-plot grafu bylo mozné zobrazit dvé fluorescencni barvy zaroven,

¢imz je umoznéna identifikace populaci dvojité pozitivnich bunék.
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Do 4 zkumavek bylo napipetovano po 50 ul periferni krve v EDTA. Do kazdé zkumavky
obsahujici krev bylo napipetovano po 1 ul pfislusné protilatky (viz Tabulka 9 a‘ 10). Krev
s protilatkami byla inkubovana ve tmé pii laboratorni teplot€¢ 20 minut. Po inkubaci bylo
do kazdé zkumavky pfidano pasteurovou pipetou 3 ml vychlazeného lyza¢niho roztoku. Vzorek
S lyza¢nim roztokem byl dikladné promichdn pfevracenim zkumavky, nasledkem ¢ehoz doslo
k 1yze erytrocytd. Tento krok je kli¢ovy pro pritokovou cytometrii, nebot’ nezlyzované
erytrocyty by mohly zpusobit vysoky signal na pozadi v dot-plot grafu. Zkumavky
s lyzovanymi erytrocyty byly centrifugovany pii laboratorni teploté na 350 rcf po dobu 7 minut.
Supernatant byl odstranén a do zkumavky se vzorkem byly pfidany 3 ml PBS. Vzorek
ve zkumavce byl opét promichan a centrifugovan 7 minut na 350 rcf.

Supernatant byl opét odstranén a ke vzorku bylo pfidano cca 200 ul PBS. Takto
pfipraveny vzorek byl vortexovan a zméfen na pritokovém cytometru BD FACSCanto
za pouziti softwaru BD FACSDiva. U zméfenych vzorkd na pritokovém cytometru byla
provedna analyza pomoci programu FlowJo V10 Software a vysledky byly statisticky
vyhodnoceny pomoci programu GraphPad Prism 7.02. neparovym testem.

Tabulka 9: Systém kombinaci pouzitych protilatek.

zkumavka 1 CD183 (CXCR3) CD5  CD184 (CXCR4) CD19
zkumavka 2 CD185 (CXCR5) CD5  CD197 (CCR7) CD19
iZotypova kontrola FITC 1gG PE IgG APC 1gG APC-CY7 IgG

Tabulka 10: Popis studovanych protilatek.

CD183 FITC GO025H7
CD185 FITC J252D4
CD64 FITC 10.1
1gG1 FITC MOPC-21
CD5 PE UCHT2
CD62L PE DREG-56
1gG1 PE MOPC-21
CD184 APC 1265
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Pokracovani Tabulky 10: Popis studovanych protilatek.

CD197 APC GO043H7
CXCR7 APC 10D1-J16
CD11b APC CBRM1/5
19gG1 APC MOPC-21
CD197 APC-Cy7 SJ25C1
CD16 APC-Cy7 B73.1
19gG1 APC-Cy7 MOPC-21
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5. Vysledky

Vzorky krve pacienti s CLL [podskupiny pacientd s CLL: del(17p), del(13q),
del(13g+14)] a kontrolnich jedincti byly pfipraveny podle postupt popsanych v kapitole 4.4.1.
a 4.4.2. Genova exprese byla méfena u 16 chemokinovych receptori tiidy C-C a C-X-C
(receptort CXCR1, CXCR2, CXCR3, CXCR4, CXCR5, CXCR6, CXCR7, CCR1, CCR2, CCR3,
CCR4, CCR5, CCR6, CCR7, CCR8 a CCR10), znichz u né&kterych jiz byl popsan vliv
na progndézu CLL. Nicméné u vétSiny neni genovy expresni profil zatim znam. VSechny
vysledky genové exprese byly vztazeny k referenénimu genu PGK1. Na zaklad¢ vysledka
genové exprese a podkladd z literatury byly vybrany kandidatni chemokinové receptory
CXCR3, CXCR4, CXCRS5 a CCRY7, jejiz exprese byla také testovana i na proteinové urovni.

5.1. Analyza genové exprese chemokinovych receptori

Mezi nejvice deregulované geny patfily CXCR1, CXCR2, CXCR3, CXCR4, CXCR5
a CCRY7, u kterych byla pozorovana zvySena genova exprese u skupiny pacientii s CLL oproti
kontrolni skupiné zdravych jedinci (P<0,0001). U téchto chemokinovych receptorti nebyl
pozorovan rozdil v genové expresi mezi skupinami CLL pacienti S delecemi del(17p)
a del(13q) + (13914) (viz Obrazek 10).

Daéle bylo pozorovano zvyseni genové exprese pro tyto chemokinové receptory CCR8
a CCR10 u skupiny pacientti s CLL oproti kontrolni skupiné (P<0,05). U CLL byla pozorovana
dale snizena genova exprese U chemokinovych receptori CXCR1, CXCR2, CCR2, CCR4,
CCRS5 a CCR6 (P<0,05) (viz Obrazek 11, 12, 13).

Mezi podskupinami CLL pacientt s delecemi del(17p) a del(13qg)+del(13q14) nebyl

pozorovan zadny rozdil v deregulaci genil u cilovych molekul (viz Obrazek 11, 12, 13).
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Obrazek 10: Porovnani genové exprese vybranych chemokinovych receptorti (A) CXCR3, (B) CXCR4,
(C) CXCR5 a (D) CCR7 mezi skupinou pacientti s CLL, jejimi podskupinami a zdravymi jedinci.
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Obrazek 11: Porovnani genové exprese chemokinovych receptori (A) CXCR1, (B) CXCR2, (C)
CXCRG6 a (D) CXCR7 mezi skupinou pacientti s CLL, jejimi podskupinami a zdravymi jedinci.
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Obrazek 12: Porovnani genové exprese u chemokinovych receptorit (A) CCR1, (B) CCR2, (C) CCR3 a
(D) CCR4 mezi skupinou pacientti s CLL, jejimi podskupinami a zdravymi jedinci.
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Obrazek 13: Porovnani genové exprese chemokinovych receptora (A) CCR5, (B) CCR6, (C) CCR8 a
(D) CCR10 mezi skupinou pacientti s CLL, jejimi podskupinami a zdravymi jedinci.
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5.2.  Analyza proteinové exprese priutokovou cytometrii

Studie exprese povrchovych bunéénych receptori byla provedena u skupiny pacientii
s CLL pro vybrané molekuly s vyrazné zvysenou genovou expresi (CXCR3, CXCR4, CXCR5
a CCR7). Priprava vzorki byla provedena dle postupu popsaném v kapitole 4.5.
Pro porovnani rozdilt mezi zdravymi jedinci a pacienty s CLL byly zvoleny specifické
datovaci strategie v pritokové cytometrii (viz Obrazky 14-17).

Jiz z SSC-FSC dot-plot grafu periferni krve CLL pacienta a zdravého jedince je patrny
rozdil. Populace lymfocyti se u obou ptipadl zdaji stejné, avSak u CLL pacientii byva
procentualné vice zastoupena. Populace monocytl a neutrofilti jsou naopak u CLL pacient

méné zastoupeny (Viz Obrazek 14).

Pacient s CLL
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Obrazek 14: Dot-plot grafy periferni krve zdravého jedince (vlevo) a CLL pacienta (vpravo). Gate

(krouzkem ohranicena ¢ast) predstavuje populaci lymfocyta.

Na Obrazku 15 v dot-plot grafu pacienta s CLL je patrna populace dvojité pozitivnich
lymfocytdi CD5+/CD19+. Ptitomnost téchto markeri v populaci lymfocytli oznacuje klony
malignich B-lymfocytti, u kterych jsou markery CD5 a CD19 charakteristickym znakem.
Naproti tomu u zdravého jedince je pfitomna pouze populace normalnich CD19+ B-lymfocyta
s velice slabou pozitivitou znaku CD5. Povrchovy marker CDS5 je v populaci lymfocyta
charakteristickym znakem pro T-lymfocyty.
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Obrazek 15: Dot-plot graf lymfocytu zdravého jedince (vlevo) a CLL pacienta (vpravo) pozitivniho na
antigenni markery CD5/CD19.

Na Obrazku 16 je u pacienta s CLL viditelna populace CLL bungk, ktera zahrnuje jak
dvojité pozitivni buinky CXCR3/CXCR4, tak bunky pozitivni pouze na CXCR4 nebo, v mensi
mife, CXCR3. Chemokinovy receptor CXCR4 je u malignich B-lymfocytl vice zastoupen nez

vvvvvv

Exprese CXCR3 nebo CXCR4 je u B-lymfocytu zdravych jedinct také prokazana, avsak jen

Vv nizkych hladinach.
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Obrazek 16: Dot-plot histogram lymfocyti zdravého jedince (vlevo) a CLL pacienta (vpravo)

pozitivniho na chemokinové receptory CXCR3 a CXCRA4.

Na Obrazku 17 je u pacienta s CLL patrna velka populace CXCR5+/ CCR7+ lymfocytd
ajen malé mnozstvi CXCR5-/CCR7+ lymfocytl. Protoze CCR7 se podili na migraci malignich
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bunék do lymfatickych tkani, je vétSina malignich CXCRS5+ B-lymfocyti také CCR7+.
U zdravého jedince je taktéz patrna populace populace CXCR5+/CCR7+ lymfocyti. Tyto

biomarkery jsou pfitomny i U zdravych B-lymfocyti, avSak s nizsi intenzitou exprese.
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Obrazek 17: Dot-plot grafy lymfocytt zdravé kontroly (vlevo) a CLL pacienta (vpravo) pozitivniho
na chemokinové receptory CXCR5 a CCR7.

5.3. Proteinové expresni profily

MFI u chemokinovych receptori CXCR3 a CXCRS5 byla u pacientti s CLL vyrazné nizsi
(CXCR3 P<0,0001, CXCR5 P<0,0002) nez u kontrolni skupiny (viz Obrazek 18). Naopak u
chemokinovych receptort CXCR4 a CCR7 byla MFI u skupiny CLL pacientli prokazatelné
vyssi (CXCR5 P<0,0001, CCR7 P<0,0001) nez u kontrolni skupiny (viz Obrazek 18).
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Obrazek 18: Porovnani relativni exprese - MFI chemokinovych receptori CXCR3, CXCR4, CXCRS5
a CCR7 u pacientti s CLL a kontrolni skupiny. (A) Relativni MFI u CXCR3 pacientii s CLL a kontrolni
skupin. (B) Relativni MFI u CXCR4 pacientti s CLL a kontrolni skupiny. (C) Relativni MFI u CXCR5
pacientt s CLL a kontrolni skupiny. (D) Relativni MFI u CCR7 pacienti s CLL a kontrolni skupiny.

5.4. Shrnuti vysledki

Porovnanim vysledkti analyzy genové exprese a proteinové expresni analyzy bylo
zjisténo, ze u pacientti s CLL je genova exprese chemokinovych receptori CXCR3, CXCR4,
CXCR5, CCR7, CCR8 a CCR10 zvysena a u chemokinovych receptori CXCR1, CXCR2,
CCR2, CCR4, CCR5 a CCR6 genova exprese snizena oproti kontrolni skupiné. Mezi
jednotlivymi podskupinami pacientd s CLL nebyla zjisténa deregulace u studovanych
chemokinovych receptori. ZvysSena genova exprese byla u chemokinovych receptori CXCRS

a CCR7 potvrzena i na proteinové trovni (viz Tabulka 11).
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Tabulka 11: Shrnuti vysledka z proteinové a genové exprese vybranych molekul u pacientt s CLL ve

srovnani s kontrolni skupinou.

CXCR3 1 P<0,0001 1P=0,0004 1 P<0,0001 | P<0,0001
CXCR4 1 P<0,0001 1 P<0,0001 1 P<0,0001 1 P<0,0001
CXCR5 1 P<0,0001 1 P<0,0001 1 P<0,0001 | P<0,0002
CCRY7 1 P<0,0001 1 P<0,0001 1 P<0,0001 1 P<0,0001
CXCR1 | P<0,0001 |P=0,0002 | P<0,0001

CXCR2 | P<0,0001 |P=0,0002 | P<0,0001

CXCRG6 n.s. n.s. n.s.

CXCR7 n.s. n.s. n.s.

CCR1 n.s. n.s. n.s.

CCR2 | P<0,0001 n.s. | P<0,0001

CCR3 n.s. n.s. n.s.

CCR4 | P<0,0001 |P=0,0002 | P<0,0001

CCR5 | P<0,0001 n.s. | P<0,0001

CCR6 | P<0,0001 n.s. | P<0,0001

CCRS8 1 P<0,0005 n.s. 1P=0,0001

CCR10 1 P<0,002 n.s. 1P=0,0002

Legenda: (1 geny, popripadé exprimované receptory, u kterych byla pozorovina zvySend exprese ve
srovnani s kontrolni skupinou. || geny, popripadé exprimované receptory, u kterych byla detekovana
sniZend exprese ve srovaani s kontrolni skupinou. n.s. geny, u kterych nebyla zaznamenana signifikantni

deregulace.)

49



6. Diskuse

V patogenezi CLL hraje dilezitou roli mikroprostiedi, jehoz komponenty jsou, mimo
jiné, i chemokinové receptory a chemokiny. Tyto proteiny se aktivné podileji v procesech
ptezivani, proliferaci a zejména migraci malignich B-lymfocytii. Komplexni genovy expresni
profil chemokinovych receptort u pacientti s CLL neni zatim znam. Proto bylo cilem této prace
studovat genovou expresi 16 signalnich chemokinovych receptoru téidy C-C a C-X-C u CLL
pacienti ve srovnani s kontrolni skupinou zdravych jedinci. Nasledn¢ byla provedena
subanalyza, kdy genové expresni profily zkoumanych chemokinovych receptori byly
porovnany mezi skupinami CLL pacient s del(17p), del(13q) a del(13914), u kterych je znam
jejich vyznamny prognosticky dopad. Na zakladé¢ vysledkti genové exprese a podkladi
Z literatury byly vybrany kandidatni geny chemokinovych receptort CXCR3, CXCR4, CXCRS,
CCRY. Jejiz exprese byla ovéfena i na proteinové trovni.

Nase analyzy potvrdily zvySenou genovou expresi chemokinovych receptoric CXCRS3,
CXCR4, CXCR5, CCR7, CCR8 a CCR10 u pacientti s CLL oproti kontrolni skuping.

Jednim z nejvice deregulovanych chemokinovych receptorti byl CXCR4, u n¢hoz byla
prokazéana zvysena exprese u pacientll s CLL 1 jejich podskupin oproti kontrolni skupiné jak
na genové, tak i na proteinové trovni. Jedna se o klicovy chemokinovy receptor, ktery se podili
na migraci malignich CLL bunék z periferni krve do sekundarnich lymfatickych organti a kostni
dfené (Burger et al. 2003, Davids & Burger 2012, Pepper et al. 2015). Zde jsou maligni B-
lymfocyty v kontaktu s podpirnymi butkami a mikroprostfedim kostni dien¢ a lymfatickych
uzlin, které jim poskytuji signaly, které tidi jejich rist, proliferaci, chrani je pted apoptézou
a pravdépodobné zpisobuji i jejich rezistenci k 1ékiim. Zvysend exprese CXCR4 byla popsana
zejména u pacientl s pokrocilejSimi stadii CLL a progresi nemoci (Davids & Burger 2012,
Pepper et al. 2015). Nicméné bylo prokazano, Ze se miiZze vyskytovat i v nizkych hladinach v B-
lymfocytech CD5+/CD38+, coz je zapfi¢inéno BCR signélni drahou, ktera zpétnovazebnou
inhibici mize snizovat expresi CXCR4 (Bennetetal. 2007). Snizeni exprese CXCR4
na povrchu CLL bunék a naruSeni jeji signalizace a funkce je také jednim z mechanizmi, které
se uplatiuji pii 1écbeé BCR-inhibitory (Chen et al. 2016). Soucasné studie také naznacuji
vyuZitelnost tohoto receptoru k cilené 1é¢bé u nadorovych onemocnéni, jak bylo prokdzano
uWZzZ811 - antagonisty receptoru CXCR4 (Billard et al. 2016). Prvni studie u CLL u mysi
ukazuje, Ze tento inhibitor CXCR4 mize byt uc¢inny také u pacientii s CLL a piedstavuje novou

lé¢ebnou moznost pro CLL pacienty (Li et al. 2016). Pfesto vyuziti chemokinovych receptori
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v 1écbé komplikuje jejich redundance, vzajemné interakce, heterodimerizace, coz brani
ve vyvoji 1é¢by zacilené na chemokinovou sit’ (Ganghammer et al. 2016).

Dalsi vyznamné deregulovany chemokinovy receptor byl CXCR3, jehoz genova exprese
byla u vSech podskupin pacienti s CLL zvySena oproti kontrolni skupiné. Jeho nadmérna
exprese se vsak nepotvrdila na proteinové urovni. OdliSnost proteinové exprese od genové
muze byt dana tim, zZe genova exprese byla zkoumana na vSech mononuklearnich buiikach,
kdezto proteinova exprese byla zkoumana pouze na CLL buikach (dvojité pozitivni B-
lymfocyty CD5/CD19). Rozdily mezi genovou a proteinovou expresi mize byt také dana tim,
7e dochazi k fadé post-transkripénim zmén a korelace mezi mMRNA a proteinovou expresi je
nestala (Greenbaum et al. 2003). ZvySena genova exprese chemokinového receptoru CXCR3
byla popsana u ¢asnych stadii CLL (Mahadevan et al. 2009). Naopak nizka exprese CXCR3
(MFIL15) byla asociovana s pokroCilym stadiem CLL a byla navrzena jako nezavisly
prognosticky faktor asociovany s horsi prognézou (hazard ratio 24,5) (Ocafia et al. 2007b).
Soucasna studie také uvadi, ze CXCR3 exprese koreluje s kratsi dobou do zahajeni 1. linie 1écby
(time to first treatment, hazard ratio 2,6) a krat$im pfezivanim nemocnych (Ganghammer et al.
2016). Dale autofi uvadi, ze soucasna analyza CXCR3 a dal$iho klicového chemokinového
receptoru CXCR4 vyrazné zvySuje jejich prediktivni hodnotu a hladiny obou receptorti jsou
vhodné K identifikaci pacientti s nizkym ¢i vysokym rizikem progrese onemocnéni. Pacienti
s vysokou expresi CXCR3 a soucasné¢ nizkou expresi CXCR4 maji dobrou prognozu, naopak
pacienti s nizkou CXCR3 a vysokou CXCR4 expresi maji horsi prognozu (Ganghammer et al.
2016). V dalsich studiich bude potieba ovéfit, zdali pomér CXCR3/CXCR4 muize mit vliv
na volbu 1écby nebo 1é¢ebnou odpoved.

Dals§im vyrazné deregulovanym chemokinovym receptorem byl chemokinovy receptor
CXCR5, u kterého byla prokazana zvySena genova exprese u pacientit s CLL a jejich podskupin
ve srovnani se zdravymi jedinci, avSak nebyla potvrzena na proteinové trovni. U pacientl
s CLL byla v malignich B-lymfocytech pozorovana vysoka exprese CXCRS5. Hladina exprese
CXCR5 byla vsak stejna u malignich B-lymfocytt, tak i u zdravych CD5+ B-lymfocyti
(Biirkle et al. 2007). Autofi prokazali, ze stimulace CLL bun¢k pomoci ligadu CXCLI13
indukuje polymerizaci aktinu, CXCR5 endocytézu, migraci a prezivani malignich bungk
(Biirkle et al. 2007).

Zvysena genova exprese u CLL pacientd a jejich podskupin byla také prokazana
u chemokinového receptoru CCR7. ZvySena exprese byla nasledné potvrzena i na proteinoveé
urovni u pacientl s CLL oproti kontrolni skupin¢ zdravych jedincti. Exprese CCR7 korelovala
s vyskytem CLL a také se stadiem nemoci (Fulton 2009, Ghobrial et al. 2004).

o1



Zvysena genova exprese chemokinového receptoru byla u CCRS8 byla popséna pouze
Vv ptipadé¢ non-Hodkinova lymfomu (Chen et al. 2013). U chemokinového receptoru CCR10
nebyla popsana exprese U CLL ani na genové, ani na proteinové urovni. Toto prvni popsani
mozné ucasti CCR10 v patogenezi CLL urcité bude predmétem dalSiho studia.

V ptipad¢ dalSich chemokinovych receptori CXCR1, CXCR2 a CCR4 byla zjisténa
sniZzend genova exprese u vSech podskupin pacienti s CLL oproti kontrolni skupiné. Snizena
exprese CCR6 u CLL na proteinové trovni byla jiz v literatufe popsana (Wong 2004),
U ostatnich zkoumanych chemokinovych receptorti nebyl dosud expresni profil studovan.
U subanalyzy nebyla prokdzana deregulace mezi jednotlivymi podskupinami pacientii s CLL.

Nase studie zaméfend na expresni profilovani skupiny 16 signdlnich chemokinovych
receptord tfidy C-C a C-X-C potvrdila kli¢ovou roli sit¢ chemokinovych receptort u CLL.
Pochopeni ptispévku a v budoucnosti ovéfeni jejich role mize vyznamné ptispét k pochopeni
patogeneze tohoto zdvazného onemocnéni, ptipadné muze slouzit k prognézovani pacientd,

v predikci vhodné 1é¢by nebo 1é¢ebné odpovedi.
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7. Zavér

Teoreticka cast predlozené prace se zabyva studiem chronické lymfocytarni leukémie,
roli mikroprostfedi a zejména vlivem chemokinovych receptor( na toto onemocnéni.

V praktické Casti této prace byla provedena genova exprese u 16 genti chemokinovych
receptoru tiidy C-C a C-X-C (CXCR1, CXCR2, CXCR3, CXCR4, CXCR5, CXCR6, CXCR7,
CCR1, CCR2, CCR3, CCR4, CCR5, CCR6, CCR7, CCR8 a CCR10) v perifernich
mononukledrnich buiikkach ziskanych u CLL pacientl a zdravych jedincli. ZvySena genova
exprese u CLL byla pozorovana u geni CXCR3, CXCR4, CXCR5, CCR7, CCR8 a CCR10.
Naopak snizena genova exprese u pacienti s CLL byla pozorovana u genit CXCR1, CXCR2
a CCR4. U subanalyzy u podskupin pacientt CLL s del(17p) a del(13q) nebyl zjistén rozdil
Vv genové expresi studovanych chemokinovych receptort. Déle byla v rdmci praktické ¢asti této
prace provedena studie exprese chemokinovych receptort CXCR3, CXCR4, CXCRS5 a CCR7
i na proteinové urovni pomoci prutokové cytometrie, kterd potvrdila zvySenou expresi
chemokinovych receptorit CXCR4 a CCR7 na CLL bunkach.

V této préci jsou shrnuty vysledky genové exprese 16 chemokinovych receptoru tfidy
C-C a C-X-C, z nichz né¢které doposud nebyly u CLL prozkoumany. Vysledky této studie
mohou byt ptinosné pro dal$i vyzkum zaméfeny na roli chemokinovych receptorti a jejich
ligandt v patogenezi tohoto onemocnéni nebo pro studii vyuzitelnosti profili chemokinovych

receptort k progndzovani pacientd.
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9. Seznam pouZitych zkratek

AKT
AMK
APC
BAFF
Bcl-2
BCMA
BCR
BTK
CCR
CD
cDNA

CLL
CXCR
DAG
del(11q)
del(13q)
del(17p)
del(6q)
DLEUY
DNA
dsDNA

EDTA
ERK
FITC
FMC7
FSC
GDP
GTP

HSC

serin/threonin kinaza (serine-threonine kinase)

aminokydelina (amino acid)

alofykocyanin (allophycocyanin)

B-cell activating factor receptor

B-cell lymphoma

B-cell maturation antigen

B-bunéény receptor (B-cell receptor)

Brutonova tyrosinova kinaza (Bruton thyrosine kinase)

C-C motif chemokinovy receptor (C-C motif chemokine receptor)
diferencia¢ni skupina (cluster of differentiation)

komplementarni deoxyribonukleova kyselina (complementary deoxyribonucleic
acid)

chronicka lymfocytarni leukémie (chronic lymphocytic leukemia)
C-X-C motif chemokinovy receptor (C-X-C motif chemokine receptor)
diacylglycerol

delece na dlouhém raménku chromozomu 11

delece na dlouhém raménku chromozomu 13

delece na kratkém raménku chromozomu 17

delece na dlouhém raménku chromozomu 6

deleted in lymphocytic leukemia, 7

deoxyribonukleova kyselina (deroxyribonucleic acid)
dvouvlaknova deoxyribonukleova kyselina (double stranded deoxyribonucleic
acid)

ethylendiamintetraoctova kyselina (ethylendiamintetraacetic acid)
extracellular signal-regulated kinase-1

fluorescenéni izothiokyanat (fluorescein isothiocyanate)

epitop CD20

ptedni rozptyl svétla (forward scatter)

guanosin difosfat (guanosine diphosphate)

guanosin trifosfat (Quanosine triphosphate)

tézky fetézec imunoglobulinu (immunoglobuline heavy chain)

hematopoeticka kmenova bunka (haematopoetic stem cells)
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IgVH

Iga

IgB

IP3
ITAM
JNK
kDa

L fetézec
Lyn
MAP
MBL
MFI
miR
mMRNA
MSC
mTOR
NF-xB
NK bunky
NLC
PAK
PBS
PCR
PE
PGK1
PI3K

PIP2
PIP3
PLC
PSMB2
gPCR

imunoglobulin (immunoglobuline)

variabilni oblast tézkého fetézce imunoglobulinu (immunoglobulin variable
region heavy chain)

a podjednotka imunoglobulinu (immunoglobulin subunit o)

B podjednotka imunoglobulinu (immunoglobulin subunit S)

inositol-1,4,5- trisfosfat (inositol-1,4,5-trisphosphate)

immunoreceptor thyrosine-based activation motive

c-Jun N-terminal kinase

kilodalton

lehky fetézec imunoglobulinu (immunoglobulin light chain)

tyrosinova kinaza (thyrosine kinase)

mitogenem aktivovana kinaza (mitogen activating kinase)

monoklonalni B-buné¢na lymfocytéza (monoclonal B-cell lymphocytosis)
primérna hodnoty intenzity fluorescence (mean fluorescence intensity)
minimalni deletovana oblast regionu (minimal deleted region)
mediatorova ribonukleova kyselina (messenger ribonucleic acid)
mesenchymalni stromaticka buiika (mesenchymal stroma cell)

mechanistic target of rapamycin

jaderny faktor kappa B (nuclear factor kappa B)

ptirozeny zabije¢ (natural killer cells)

nurse-like cell

proteinkinaza A (proteinkinase A)

fosfatovy pufr (phosphate buffer saline)

polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)

fykoerytrin (phycoerithrin)

fosfoglycerat kinaza 1 (phosphoglycerate kinase 1)
fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat 3-kinaza (phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate
3-kinase)

fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat (phosphatidilinositol-4,5-bisphosphate)
fosfatidylinositol-1,4,5-trisfosfat (phosphatidilinositol-1,4,5-trisphosphate)
fosfoinositid fosfolipaza (phosphoinositid phospholipase)

proteazomova podjednotka beta 2 (proteasome ubunit beta 2)

kvantitativni polymerazovova fetézova reakce (quantitative polymerase chain

reaction)
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rcf

relativni centrifugacni sila (relative centrifugal force)

RNA ribonukleova kyselina (ribonucleic acid)

ROR1 tyrosin kindzovy sirotéi receptor (receptor kinase-like orphan receptor 1)

RT-PCR reverzni transkripce-polymerazova fetézova reakce (reverse transcription-

polymerase chain reaction)

SNP jednonukleotidovy polymorfismus (single nucleotide polymorphism)

SSC boc¢ni rozptyl svétla (side scatter)

Syk tyrosin kinaza vyskytujici se ve slezin¢ (spleen thyrosine kinase)

Tagpolymeraza DNA polymeraza izolovana z Thermus aquaticus (DNA polymerase
isolated from Thermus aquaticus)

TGF transformujici ristovy faktor (tumor growth factor)

TP53 gen pro protein p53 (tumor protein p53)

ZAPT70 protein kinaza 70 asociovana s zeta fetézcem (zeta-chain associated protein

kinase)
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