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1. SOUHRN

Pritokova cytometrie je laboratorni metoda
umoziujici kvantitativré i kvalitativné analyzovat velké
mnoZstvi busk v suspenzi. Zprogdkovava informaci o
jejich velikosti a granulard identifikuje buiky pomoci
fluorescekiné znaenych protilatek specifickych pro
jejich povrchové i vnitrobutné receptory. Tento projekt
byl zantten na bui&né populace, jejichz analyza je
komplikovana nejasnym imunofenotypeth extrémrg
malym zastoupenim ve zkoumaném vzorku.

Analyza stromalnich fibroblast zkoumanych
tumori (benigni a maligni histiocytomy, bazaliom,
spinaliom) gispéla k pochopeni regulace genové exprese
zpiusobené nadorovym praéstdim. Stromalni fibroblasty
zkoumanych nadér vykazuji schopnost vytvét
prostedi vaz® modifikujici fenotyp normalnich
epitelidlnich  keratinocytt  které ziskavaji fenotyp
podobny nadorovym hikam.

Byla zavedena reprodukovatelna, rychla a vysoce
senzitivni metoda detekce extr&nn vzacnych
nehematopoetickych bgk. Paity CFU-En nekoreluji s
pratokowe-cytometricky stanovenymi @ty CEC ani
EPC. Tyto kolonie jsou utvény za sotinnosti CD14+
monocyti a CD4+ T lymfocyli. Paitty CEC a EPC jsou v
Uzkém vztahu s posSkozenim cévniho endotelu
pusobeného  systémovymi  oneméoimi. Jejich
zastoupeni se dale émi v reakci na aktualni stav
onemocgni.

NaSe pozorovani mohou mit 2ng vliv v rozvoiji
terapeutickych fistupa lécby nadoét kize a pinasi
diagnosticko-prognosticky  potencial do  terapie
systémovych onemoeéni.



2. SUMMARY

Flow-cytometry is a process on which large
numbers of single cells are quantitatively and
qualitatively analyzed. This method gives inforroati
about size, granularity surface or intracellularkees of
every single cell in suspension. In modern biolagy
worthy to perform quick, objective multiparametric
analyses of cell phenotype. This project was foduse
cells, which analyses are complicated by extreme
rareness or lack of clearly identifying specificries.

Analysis of stromal cells of the investigated
tumors (histiocytoma and tumor fibroblasts origingtin
squamous epithelium: basalioma (BCCF) and spinaiom
(SCCF) elucidated alteration of gene expressiondad
by tumor cells. Tumor-derived stromal fibroblasts
acquire distinct properties to shape a microenwremnt
conducive to altering the phenotypic charactessioé
normal epithelial cells in vitro.

Reproducible, quick and highly sensitive method
of detection extremely rare non-haematopoetic cells
(EPC, CEC) was established. Numbers of CFU-En
correlate neither with circulating endothelial peagors
nor with matured endothelial cells detected by flow
cytometry. These colonies are formed in cooperatibn
CD14 + and CD4+ cells. Numbers of endothelial
progenitors and matured endothelial cells are bfose
related with vessel endothelium damage caused by
system disease. They further change in response to
disease state.

Our findings can bring new approaches to skin
cancers treatment and have certain potential in
diagnosis/prognosis of system diseases



3. UVOD A CILE PRACE

Pritokova cytometrie je laboratorni metoda
umoziujici kvantitativré i kvalitativné analyzovat velké
mnoZstvi busk v suspenzi. Zprogdkovava informaci o
jejich velikosti a granulard identifikuje buiky pomoci
fluorescekiné znaenych protilatek specifickych pro
jejich povrchové i vnitrobutné receptory. V moderni
biologii je treba prova& rychlé objektivni
multiparametrické analyzy bagného fenotypu. Od
hematologicko-onkologického a imunologického
vyzkumu a diagnostiky se igpkova cytometrie stale
castji vyuziva i k analyze kompaktnich tkani.

V projektu jsme se dnovali analyze fenotypu
stromalnich fibroblagt  nadofi vychazejicich
z dlazdicovych  epitél (bazaliom, spinaliom) a
histiocytomu. Analyza stromalnich bikntéchto nadok
poskytla informace o0 genové expresi pod vlivem
nadorovych bugk.

Dale jsme studovali cirkulujici  endotelové
progenitory (EPC) souvisejici s fyziologickou i
patologickou cévni novotvorbou a zralé cirkulufpciiky
(CEC) spojované s poSkozenim mikrocirkulace. Jesgna
0 populace nachazejici se v periferni krvi s ext@&m
malou cetnosti (0,01%-0,001%) (Khan a kol. 2005).
Zamefili jsme se na analyzu b&mych tym, jejichz
stanoveni je komplikovano nejasnosti fenotygu
extrémrE maloucetnosti ve vzorku.



Sledovali jsme nasledujici cile:

Analyza fenotypu kompaktnich tkani stromatu
histiocytomu a stromalnich fibrobléastnadofi
vychazejicich z dlazdicového epitelu (bazaliom a
spinaliom)

Konfrontace  piitokow-cytometrickych  dat
s histologickymi a funénimi vlastnostmi
Hodnoceni vlivu stromalnich fibroblast na
fenotyp epitelialnich bufk studovanych nadér
Zavedeni metodiky fenotypizace extr&mn
vzacnych nehematopoetickych I3l
cirkulujicich endotelovych progeniior(EPC) a
cirkulujicich zralych endotelovych bé (CEC) a
jeji srovnani s kultivéni metodou.

Analyza fenotypu buk, znichz vznikaji
endotelové kolonie (CFU-En) v periferni krvi,
jejich vztah k CEC a CEP. Objasnit eventualni
potrebu jinych bus¢nych populaci $ tvorbeé
(CFU-En)

Hodnoceni vyznam monitorovani cirkulujicich
endotelovych prekurzéru pacieni s cévnimi a
nadorovymi chorobami



4. MATERIAL A METODY
4.1 Pratokova cytometrie

4.1.1 Analyza stromalnich fibroblast @& metodou
pr utokové cytometrie

Bylo testovano Siroké spektrum marker
typickych pro hematopoetické a kmenovénky pro
diferenciaci, @st a adhezi zadlem co nejfesrgjsiho
popisu fenotypovych z#m probihajicich v ramci
nadorového niche. Fibroblastyigravené z tumdr nebo
normalni lidské dermis byly po trypsinizaci analyaony
na stroji FACSCalibuf equipment (BD Biosciences,
Heidelberg, Germany). Analyza dat byla provedena za
pouZiti softwaru Sumniit V3.3. Build 1024
(DakoCytomation, Fort Collins, CO, USA). Suspenze
jednotlivych bugk ve fosfatovém pufru (PBS) s
piidavkem 2% fetalniho teleciho séra (FCS) byla
testovAna na  prezenci  nésledujicich  madrker
mezenchymovych kmenovych hkikn a adhezivnich
molekul: CD29, CD44, CD49a, CD49c, CD49d, CD19%e,
CD63, CD90, CD106, CD105, CXCR4,
hematopoetickych bwk CD11c, CD11b, CD14, CD18,
CD45, CD34, CD68, CD235a, diferenaéch a
rastovych markar: CD166, CD71, alkalické fosfatazy
(ALP), HLA DR, DQ, DP a HLA A, B, C. VSechna data
byla srovnavdna s negativni kontrolou i®mou
irelevantnimi imunoglobuliny daného izotypu. Nastav
fotondsohit (PMT) a kompenzaci bylo provedeno
zpisobem podrobh popsanym v nasledujicim oddilu.
PIné charakteristiky pouzitych protilatek obsahuji
piilozené publikace I, Il a Ill.



4.1.2 Zavedeni stanoveni CEC a EPC metodou
pr utokové cytometrie

Pri zavadni metody piitokowe-cytometrické
detekce cirkulujicich endotelovych hikn (CEC) a
cirkulujicich endotelovych progenitor (EPC) jsme
soustedili nase usili na minimalizaci vlivu jednotlivych
faktori negativé ovliviujicich  reprodukovatelnost
vysledki méreni extrémd vzacnych udalosti (0,1 -
0,0001%). Tyto ruSici faktory hrajitipanalyze Bznych
populaci zanedbatelnou roli, avSak analyza vzacnych
udélosti je na & vysoce citliva. (Eghbali-Fatourechi a
kol. 2005, Eghbali-Fatourechi a kol. 2003, Canalisol.
2005).

Rusivy vliv nespecifické fluorescencetigobené
vazbou pes Fg receptory jsme omezili pouZzitim
vhodného bloké&niho agens (FcR blocking reagent,
Miltenyi, Biotec) (Khan a kol. 2005). Pro oddni
erytrocyti jsme pouzivali lyzéni agens na bazi chloridu
amonneého, jedna se o metodu v litefatpreferovanou
pied separaci na Ficoll gradientu (George a kol. 2006
Shmilovich a kol. 2007). Testovali jsmé tyzacni
¢inidla, z nichz se nejlépe asWil BD FACS lysing
solution (BD Biosciences). Velmiutezitou roli hraje
vybér vhodného slepého kanalu (Lin), ktery obsahuje
znaenou protilatku proti znakuifpomnému na &sSine
burék zkoumaného souboru, nikoli vSak na hledanych
vzacnych bikach. Vykru vhodnych protilatek do
tohoto slepého kandlu jsmenovali zn&né asili. Od
pouziti dive preferované CD45 se nyni upoustékteré
populace endotelovych bé&kn mohou slab exprimovat
CD45, coz oslabuje pkaznost tohoto stanoveni (Shaffer
a kol. 2006). Proto jsme se saeslili na sestaveni



vhodného koktailu protilatek  proti  jednotlivym
populacim krevnich bwk. Ve slepém kanale jsme
testovali nejprve trojici protilatek: anti-CD3 Pd&€C
Cy5.5, anti-CD19 PerCP-Cy5.5, anti-CD33 PerCP-
Cy5.5. Tyto protilatky jsou dodavany v nizké konicaai
(3ug/ml, Sug/ml, resp.6,8g/ml), coz kladlo naroky na
pouzité mnozstvi a potazmo firam nar@nost
protilatek. Navic tato kombinace nebyla optimalni.
Nasledr jsme do slepého kanalu vybratyti konjugaty
PE-Cy5: lymfocytarni markery anti-CD3 PE-Cy5 a anti
CD19 PE-Cy5, monocytarni marker anti-CD14 PE-Cy5 a
anti-CD15 PE-Cy5 pro rozliSeni granulogyt

Podstatné je také nastaveni kompenzaci
jednotlivych fluorescetnich kanal cytometru. Testovali
jsme pouziti urmlych  kompenzénich  kuliek
konjugovanych s fluorochromem (SpecktraComp Kit 3,
Dako). AvSak kuliky konjugované standemem (PE-
Cy5) nebyly stalé. Pouzivali jsme tedy vzorky pemii
krve zn&ené anti-CD8, fipravené stejnym Zsobem
jako vlastni vzorky.

Velkym uskalim stanoveni CEC a EPC stéle
zustava volba vhodnych markKer Dosud nebyly
stanoveny znaky odpovidajici jednotlivym stam
vyvojové hierarchie endotelovych prekunzaa zralych
endotelovych butk (Ighram a kol. 2004, Yoder a kol.
2007) a situace je nadale komplikovana existenci
monocytarni populace, ktera zaitych okolnosti nize
nabyt rekterych vlastnosti endotelovych hilkn (tzv.
endotel-like monocyt, Rehman a kol. 2003, Fujiyama a
kol. 2003). V ptibéhu testovantetnych protilatek jsme
sestavili panel, kde pro determinaci CEC bylynku
zna&eny CD146 FITC a CD31 PE. EPC hyly
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identifikovany jako dvoji& pozitivni pro znaky CD34
FITC a CD133 PE, resp. CD34+ FITC a anti-VEGFR2
PE. VSe za samasné negativity pro slepy kanal (Lin-).
Jako negativni kontroly byly pouzZity izotypové
imunoglobuliny. PIné charakteristiky pouzitych platek
obsahuiji pilozené publikace IV a V.

PMT rozmezi pro jednotlivé kanaly bylo nastaveno
pomoci Fluorospheres 8 Peaks (DakoCytomation,
Glaustrup, Denmark). U kazdéhociani CEC¢i CEP
bylo nateno minimal@ 500 000 bu#k na gistroji
FACSCalibur (Becton-Dickinson) s 488 nm argonovym
laserem. U extrén#vzacnych udalosti vysledek zasadn
ovliviiuje i pouzita gatovaci strategie. Nami vyvinuta
strategie je ve sh@ds tou, kterd byla v nedavné studii
srovnavajici Sest nejpouzivgsich metod ,gatingu” jako
oznaena za plé vyhovujici (Van Craenenbroeck a kol.
2008). Tato strategie spiwa v rekolikastupiovém
vylu¢ovani majoritni populace, b&mé drti a
nespecifické vazby. V prvnim kroku je na FSC-SSC
profilu zahrnuta jen leukocytarni populace bez &nga
drti (obr.1A), druhy ,gate” slouzi k zahrnuti jerurkk
pozitivnich na CD34 resp. CD146 a zamdveegativnich
ve znacich slepého kanélu (obr. 1B), timto krokean s
minimalizuje nespecificka fluorescenceeli ,gate” pak
zahrnuje jen biky pozitivni na CD34 resp. CD146
s nizkym SSC (obr. 1C). Na z#&vje od€teno mnozstvi
dvojité pozitivnich bugk negativnich pro znaky slepého
kanalu (CD34CD133Lin", CD34VEGFRZLin  resp.
CD146CD31'Lin") (obr. 1D). Vyloweni nespecifické
vazby bylo dale potvrzeno kontrolnim é&rmanim
obsahujicim protilatky pouze prvniho (CD34 resp.
CD146) a slepého kanélu (obr. 1E).
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anti-CD34FITC, anti-CD133PE a slepého kanalu.
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4.2 Imunocytochemie

Epidermalni vzorky byly parafinizovany a rutihn
barveny na prezenci panelu kerétinkeratinu 19 a
galektinu. Fibroblasty byly charakterizovany za Fitiu
nésledujicich znak makrofagovy ,tandem-repeat-type*
manozovy receptor, CD14, CD45, CD34, CD68, CD71,
vimentin, hladky svalovy aktin, Ki67 a nukleostemu
keratinocyti byla testovana presence kerataa pouziti
polyklonalnich krakich protilatek. Keratin 8 a 19 byly
detegovany za pouziti mySich protilatek. Epitelo-
mesenchymovd transformace byla definovana na zéklad
koexprese keratin vimentinu a transkrigniho faktoru
snail. Dale byla sledovana exprese Nukleosteminu a
Ki67. Polyklonalni kraki anti-lidsky galektin 1 byl
pouzivan jako marker nddorového stromatu. Ziskamz d
byla srovnavana s negativnimi kontrolami, kde @
protilatky byly nahrazeny irelevantnimi protilatkaru
monoklonalnich protilatek shodného izotypu). DNAaby
vizualizovana DAPI. Vlastni pozorovani byla provede
na fluorescetnim mikroskopu Eclipse 90i (Nikon,
Prague Ceska republika) vybaveném CCD fotoaparatem
(Vosskuhler Cool-1300Q; Vosskihler, Osnabrick,
Germany) a grafickym analyzerem (LUCIA 5.10;
Laboratory Imaging, PragueCeska republika). Plné
charakteristiky pouzitych protilatek obsahuji plbte I,
[alll.
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4.3 Bun é¢né kultury

4.3.1 Kultury stromalnich fibroblast @ a
keratinocyt

Normalni dermalni fibroblsty (DF) a keratinocyty
byly pfipraveny ze zbytkové e pacient
podstupujicich zakroky plastické chirurgie ansphly
vSechna zakonna eticka fimeni. Kozni 3py byly
inkubovany pes noc v roztoku 0,3% trypsindi peplo®
4 °C. Dermis a epidermis byly odseparovainy,vitro
expanze keratinocyt byla provedena v souladu
s modifikovanym protokolem podle Rheinwald—Greena
(Matouskova 1989). Fibroblasty migrujici z dermigyb
sklizeny pro expanzi v Dulbecco’s modified Eagle’s
medium s 10% fetalniho bovinniho séra (oboji,
Biochrom, Berlin, SRN) v 37 °C a 5% GCFibroblasty
stromatu tumar byly pripraveny a kultivovany ve shéd
s modifikovanou metodou podle Grando a kol 1996. Do
experimeni byly zahrnuty biiky vykazujici normalni
vzhled od Sesté pasaze, kultivované #spid dni.
Buné¢na linie LEP pochéazejici od SevaPharma (Praha,
Ceska republika) byla kultivovana v bezsérém médiu
EPL (Seva- Pharma), v uzaném systémuip 37 °C.
3T3 buiky byly kultivovany v. H-MEM (SevaPharma) s
10% howziho séra (ZVOS, Hustope, Ceska republika)
pii 37 °C a 3,3% C@ VSechny typy fibroblagt byly
pied kokultivaci s keratinocyty ogehy mitomicinem C
(Sigma) v davce 2fg mL* po dobu3 h.

4.3.2 Kultivace CFU-En a endotelovych bun  ék

Stanoveni CFU-En bylo provedeno v souladu
s protokolem popsanym v Hill et al. 2003 a v soulad
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s dopordenim vyrobce k pouZiti Endocllt média.
20ml nesrazlivé periferni  krve s heparinem bylo
centrifugovano na  Ficoll-Hypaque (Ammersham,
Upsalla, Svédsko). Ziskana mononuklearni frakce byl
dvakrat promyta ve fosfatovém pufru a resuspendmvan
ve 2ml  média Endocdlf (StemCell Technologies,
Vancouver, Kanada), pet burgk byl stanoven na
hematologickém analyzatoru (AcTDiff2, Beckman-
Coulter, Fullerton, CA, USA). 10xfoburtk ve 4ml
media Endocult" bylo rozdleno do dvou jamek BD
BioCoat™ Gelatin 6-well plate (BD Biosciences,
Franklin Lakes, NJ, USA) a kultivovano po 48 hogin
teplog 37°C v atmosfie obsahujici 5% CO Nasleds
byla odebrana neadherentni frakce z kazdé jamklu spo
s médiem a dale nasazena v dubletu po AR(ikach na
jamku BD BioCoalt" Fibronectin 24-well. Od kazdého
vzorku tedy byly do za&retné kultivace nasazeny 4
jamky po 1x16bunsk. Po 72 hodinach kultivace byly
odeteny endotelové kolonie (CFU-En) pod inverznim
mikroskopem. CFU-En byly identifikovany jako koleni
tvorici alespé 20 burgk obsahujici kulovité sedové
buiky obklopené fetenovitymi bukami. Odborny
personal laborate odeitajici paty CFU-En nebyl
sezndmen s diagndzou ani stavem sledovanych pacient
V kokultivacnich  experimentech monocytarni
frakce a lymfocytarnich subpopulaci byly by
separovany na MIiniMACS nebo MidiMACS kolonéach
(Miltényi Biotec) pomoci imunomagnetickych kigk
v souladu s pokyny vyrobce. Byly pouzivany nasladuj
separéni reagencie: Monocyte Isolation Kit Il, CD4
Microbeads and CD8 MicroBeads, CD34 MicroBeads
(vSe Miltenyi Biotech). I1zolované lily byly intravitalre
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barveny PKH26 RED resp. PKH67 GREEN Fluorescent
Cell Linker Mini Kits (Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
USA, Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Germany). Po
vySe popsané kultivaci v médiu Endoclit byly
odeiteny CFU-En  kolonie pod invertovanym
fluorescednim mikroskopem.

.,Human Umbilical Vein Endothelial Cells®
(HUVEC) (Department of Vascular Endothelium and
Microcirculation, Medical Theoretical Centre, Dresd
Germany) byly kultivovany v Mediu 199 (Gibco,
Invitrogen, Germany) byly pouzity jako pozitivni
kontrola  imunofenotipizace endotelovych  kolonii
kultivovanych z budk periferni krve.

Zaadili jsme také funéni analyzu endotelu
meéienou jako produkci NO indukovanou d&lmvym
stresem na fiistroji cone-and-plate viscometer (Martin-
Luther-University Halle-Wittenberg, Germany)
(Morawietz 2000). Vlastni stanoveni se zaklada na
diazot&ni reakci, kterou jovodné popsal Griess v roce
1879 (Goetsch a kol. 2008).

4.4 Pacienti trpici nddorovymi onemocn  énimi €i
poruchami mikrocirkulace

Ve studii bylo hodnoceno celkem 18 pacient
podstupujicich alogenni transplantaci, 17 pagient
podstupujicich autologni transplantaci, 18 padient
podstupujicich chemoterapii a 6 zdravych darc
kmenovych buék. Kontrolni skupiny tvélo celkem 80
zdravych dobrovolnik V n¢kterych srovnanich jsme do
kontrolni skupiny zahrnuli i zdravé déarce, tedy do
celkového poétu 86 osob. BlizSi demografické
charakteristiky osob dastnicich se studie obsahuji
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publikace IV a V. U no¥ diagnostikovanych pacient
byly EC a EPC stanovenyqa l&bou a v¢ase dosazeni
remise tedy it mésice po doko¥eni posledniho cyklu
chemoterapie. U ASCT paciénbyla mnozstvi EPC a
CEC nefena ped mobilizaci PBPC, prvni den PBPC
separace, v PBPC produkturanésice po ASCT. Dale
byla. mnozstvi EPC a CEC stanovovana u
nehematologickych paciant s poSkozenim cirkulace.
Zkoumano bylo celkem 41 paciénts AAV, 15
hemodialyzovanych pacient bez vaskulitidy, 13
pacienti s ateroskler6zou perifernich tepen a 25 zdravych
kontrol. Konkrétni demografické charakteristiky bso
Gcastnicich se studie obsahuji publikace VI, VII dl.VI
VSechny procedury byly provedeny v souladu
s Helsinskou deklaraci. Studie byly schvaleny etick
komisi a vSichni &astnici podepsali informovany
souhlas.

4.5 Statistické metody

Data kvantitativni mikroskopie byla kalkulovana
z populace 500 bwhk na vzorek, k testovani statistické
vyznamnosti byl uzit Studeint t-test. Kategoricka data
byla srovnavana Yatesovym testem. U numerickydh da
s nenormdlnim rozloZenim (Kolmogorov-Smirfav
jednovykErovy test normality) jsou vysledky vyjéehy
jako median a rozmezi a byly pouzity neparametrické
testy k testovani hypotéz. Srovnani dvou nezéslisly
vzorki bylo provedeno Mann-Whitney U testem. Parova
srovnani byla pgitana Wilcoxonovym signed-rank
testem a korelace byly hodnoceny pomoci Spearmanova
testu. Pro srovnani vice interdependentnich vzbsgka
pouziva Friedmanova ANOVA a Dunnova mnoébama
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srovhavaci analyza. Jentipady s hodnotou p
oboustrana niz8i nez 0,05 byly hodnoceny jako
statisticky signifikantni. K analyze byl pouZzit teére
Statistica (StatSoft, Tulsa, OC, USA).

5. DISKUZE VYSLEDK U PRACE

5.1 Nadorové stroma jako niche moderujici
rozvoj tumoru

V rdmci tohoto projektu jsme zkoumali fenotyp
fibroblasti nadorovych stromat a jejich biologickou
aktivitu. Fibroblasty ppravené jak z benigniho a
z maligniho fibrézniho histiocytomu a spinaliomulyby
fenotypow prakticky identické s normalnimi dermalnimi
fibroblasty Wetn® negativity pro CD34 a CD105
(publikace | a lll). Naproti tomu stromalni fibralsty
bazocelularniho karcinomu vykazovaly redukci expres
vSech fibroblastovych markier byla zaznamenana
snizena exprese HLA-I, panleukocytarni marker CR45
HLA-II antigen byly v souladu sé&@kavanim negativni.
Dlouhodoba kultivace BCCF vedla krém ztraty
fibroblastovych povrchovych markek morfologickym
zménam, ztr& kontaktni inhibice a progresivni
aneuploidii. Byla zaznamenana exprese Ber-EP4, jez
muze byt vys¥tlovana jako artefakt vigledkuin vitro
prostedi pro vysoce plastické fibroblasty nebéza byt
chapana jako projev epitelo-mesenchymové transfoema
v souvislosti s pozorovanimirgchodu buek karcinomu
prsu v nenadoroveé stromalnithky nevykazujiciin vivo
maligni charakter (Petersen a kol. 2003). Animga
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nasi studie nebyl potvrzen maligni fenotyp za pburii
vivo imunodeficientniho mySiho modelu (publikace II).

BCCF 1 SCCF v kokultutte signifikantr
transformovaly normalni dermalni fibroblasty wikwy
nizsiho diferenciéniho stupl exprimujici fenotypové
znaky typické pro tk#éové kmenove&i maligni nadorové
bunky. Konkrétre byla pozorovana iftomnost
intermediélnich filament népozenych pro normalni
postnatalni dlazdicovy epitel jmenavitkeratin 19
typicky pro epitelidlni kmenové Rklky, keratin 14
exprimovany v bitkach bazalniho epiteldi keratin 8
fyziologicky pfitomny v embryonalnich kmenovych
bunkach (Michel a kol. 1996, Gires a kol. 2004, Troy a
Turksen 2005). DoSlo také ke zvySeni vazebné &ktivi
endogenniho lektinu galektinu-1, ktera byva r&n
spojovana se zémami adheze a vaskularizace v ramci
malignich tumoit (André a kol. 2007, Gabius a kol.
2001) (publikace Il a 111).

BFH se klinicky projevuje hyperplastickou
epidermis, jez je jednim zZbkzitych diagnostickych
znaki tohoto onemoaini. Ackoli se jedna nepochybro
morfologickou zndnu vyvolanou bezprostdni blizkosti
nadoru, mechanismus vzniku tohoto jevu dosud nebyl
pIné objasin (Han a kol. 2001). S ohledem na vysledky
studii tykajicich se BCC a SCC jsme provedl|i analag
kokultivacni  experimenty.  Fibroblasty  benigniho
fibrézniho histiocytomu projevovaly vitro biologickou
aktivitu, jejimz prostdnictvim ménily fenotyp
normalnich dermalnich fibrobldst Byla pozorovana
indukce exprese keratinu 19, kteran situ
v keratonocytech hyperplastické epidermis nebyva
vyjadiena. Déle byla zvySena i vazebnd aktivita
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galektinu-1 podob# jako v kokultde s BCCF¢i SCCF.
Tyto alterace nebyly pozorovany v kontrolnich
experimentech s likami MFH, kde nenastava zma
charakteru flehlé epidermis (publikace ). Vysledky
jsou tedy ve shad sin vivo morfologii epidermis
priléhajici k BFH resp. MFH a v kontextu studii
provedenych na hikdch BCC a SCC identifikuji
stromalni fibroblasty jako regulai agens nadorové
biologie. Vzhledem ke skutrosti, Ze k fenotypovym
zménam dochazelo i v kokulturach, kde byly
keratinocyty fyzicky oddeny od fibroblast a
extracelularni matrix, jedna se patro regulaci na bazi
secernovanych faktdr Konkrétni mechanismy jejich
puasobeni na ust a diferenciaci vSak vyZaduji dalSi
pozornost.

5.2 Metody a vyznam detekce cirkulujicich
endotelovych bun ék v diagnostice a predikci
systémovych onemocn éni

Uspsne zavedené metody detekce vzacnych
udalosti jsme aplikovaliipstudiu CEC a EPC u paci@ént
podstupujicich transplantaci kostnfetE a u pacierit
s poruchami mikrocirkulace. Srovnali jsme metodu
pritokové  cytometrie s kultivenim  stanovenim
endotelovych kolonii.

Podstatnym zji$him bylo, Ze p&y CFU-En
nekoreluji ani s pgy CD34+CD133+Lin- buék (r =
0.12, p = 0.42) ani s pty CD34+VEGFR2+Lin- bugk
(r = -0.09, p = 0.53). Byla pozorovana signifikantn
negativni korelace mezi CFU-En a CD31+CD146+Lin-
buitkami (r = -0.36, p = 0.01). Neexistujici korelacean
CFU-En koloniemi a gitokow-cytometricky zndtenymi
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endotelovymi prekurzory vedla k ivaham, zda jsoWCF
En kolonie skuténé tvoreny klonogennimi endotelovymi
progenitory. V dob reSeni projektu vySlo&hkolik studii
(van Beem a kol. 2008, Rohde a kol. 2007, Rohkiel.a
2006), které ukazuji, Ze CFU-En kolonie nemusi kani
z endotelovych prekurzor Tyto studie uvaZzuji jejich
vznik ve spolupraci monoayta T-lymfocyt.

Nezdavisle jsme provedli sérii kokultisaich
experimeni burek periferni krve zdravych dobrovolnych
darai, v nichZz jsme imunomagneticky ofldi né&které
burécné populace a ozdté je intravitalnimi
fluorescednimi  barvivy. V p@&atku jsme vyvratili
hypotézu, Ze CFU-En jsou tkeny za so&innosti CD34+
a CD14+ bupsk. Nasled® jsme provedli kokultivace
CD14+/CD4+ resp. CD14+/CD8+ b Zatimco poéty
CFU-En z CD14+CD4+ experimentu byly obdobné jako
pii kultivaci neseparovanych mononuklearnich dun
periferni krve, v nasazeni CD14+/CD8+ nebyly natgze
zadné kolonie. Obdokn negativni vysledek byl
zaznamendan i v monokulturach jednotlivych testoecany
populaci.

Po €chto experimentech jsme testovali hypotézu,
Ze CFU-En koreluji s gty CD4+ lymfocyti. Metily
jsme lymfocytarni subpopulace u skupiny 16
hematologickych paciefita 23 zdravych dobrovolnik
Ve vysledném souboru 39 osob jsme zaznamenali
signifikantni korelaci mezi CFU-En a CD4+ lymfocyty
= 0,67, p <0,00001) a NK kkami (r = 0,62, p =
0,00003), nebyla zji8ha zadna korelace s CD8+
lymfocyty (r =-0.02, p = 0.92) ani s CD14+ monocyty
=0.15, p = 0.34).
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Zjistili jsme tedy, Ze CFU-En vznikaji za
sowinnosti pra¢ CD4 pozitivnich T lymfocyt a
monocyti. Bunky téchto kolonii jsou vSak schopnn
vitro exprimovat endotelové markery a produkovat NO
za podminek a¥hového mechanického stresu (publikace
V).

Sledovali jsme vyznam stanoveni cirkulujicich
endotelovych bwk a cirkulujicich endotelovych
progenitofi u pacieni podstupujicich chemoterapii,
autologni transplantaci (ASCT), alogenni transpalaint
krvetvornych busk (Allo-SCT) a pacient trpicich
ANCA asociovanymi vaskulitidami (AAV).

U skupiny nov diagnostikovanych
hematologickych paciefi u ASCT pacient jsme zjistili
signifikantrg vys§i pdty CEC (CD146+CD31+Lin-) a
nizsi paty CFU-En (p = 0.00006 and p = 0.04) (p
<0.00001 pro ob srovnani) nez u zdravych
dobrovolniki. Naproti tomu jsme nezaznamenali rozdily
% pactech pfitokowe stanovenych EPC
(CD34+CD133+Lin- a CD34+VEGFR2+Lin- hky)
mezi zdravymi dobrovolniky a ani jednou ze skupin
pacienti. Po chemoterapii gty CD31+CD146+Lin-
burgk signifikantré poklesly (z 702 na 175 b&k/iml, p =
0.039), tento pokles nenastal po ASCT (z 185 na 279
burék/ml, p = 0.51). Nicméapasty CD31+CD146+Lin-
se po Iéb¢ nenormalizovaly ani u jedné ze skupin
pacienti a Zistaly statisticky vyznaminvyssi ve srovnani
se zdravymi kontrolami (kontroly v. chemoterapie=p
0.008, kontroly v. ASCT, p = 0.001). Tento nalezvge
shod& s nazorem, Ze chemoterapie iz pisobit
poskozeni cévniho endotelu a zvySovat rizika
kardiovaskularnich onemo&mi (Zeng a kol. 2008,
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Woywodt a kol. 2004). Rty CFU-En se nezimily
vyznamrié po chemoterapii ani po ASCT. Zaznamenali
jsme signifikantni pokles CD34+CD133+Lin- hiknpo
ASCT (p = 0.04), nikoli po chemoterapii (publikatg.

U pacientt podstupujicich Allo-SCT jsme
zaznamenavali snizené gy CFU-En ged I&bou, po
piihojeni Sépu i vice nez rok po &¢ oproti zdravym
kontrolam (p <0.00001). Hladina CD146+CD31+Lin-
CEC byla i vice nez rok podk¢ zvySena (p = 0.009)
(publikace V).

Pacienti s AAV ndli signifikantné¢ méré CFU-
En neZ zdravé kontroly (median 0.3 vs. 19.5 CFUAHII
krve, p > 0.0001). Nizké pty CFU-En asociovaly se
silngjSi tendenci Kasnému relapsu (publikace VI a VlI).

Na rozdil od pitokoww cytometricky
stanovenych populaci endotelovych &kinepovazujeme
nizké paéty CFU-En u hematologickych paciéniza
obraz posSkozeni cévniho endotelu, nybrz za znamku
imunitni dysfunkce doprovazené poklesem hladiny €D4
lymfocyta, ktera byla u hematologickych pacignt
piitomna v c¢ase diagndzy a vytrvala i po cytotoxické
léche.
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6. ZAVERY

Analyza stromalnich fibroblast zkoumanych tumdar
prispéla k pochopeni regulace genové expredesapené
nadorovym progedim.

Stromalni fibroblasty zkoumanych nadorvykazuji
schopnost vytvdt prostedi vazg modifikujici fenotyp
normalnich epitelialnich keratinodyt které ziskavaji
fenotyp podobny nadorovym tkam.

Byla zavedena reprodukovatelnd, rychla a vysoce
senzitivni metoda detekce extr&nn vzacnych
nehematopoetickych bgk.

Patty CFU-En nekoreluji s ftokow-cytometricky
stanovenymi p&ty CEC ani EPC. Tyto kolonie jsou
utvaeny za sotinnosti CD14+ monocyt a CD4+ T
lymfocyta.

Patty CEC a EPC jsou v Uzkém vztahu s poSkozenim
cévniho endotelu ysobeného systémovymi
onemocgnimi. Jejich zastoupeni se daleémhv reakci

na aktuélni stav onemodami.
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