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Co je priitokovd cytometrie
Pritokova cytometrie je laboratorni metoda utigici kvantitativié i kvalitativng

analyzovat velké mnoZstvi békav suspenzi. Zprogdkovavéa informaci o jejich velikosti a
granularit¢, identifikuje buiky pomoci fluoresceimé znaenych protilatek specifickych pro
jejich povrchoveé i vnitrobuitné receptory. Paprsek&ha jedné vinove délky (obvykle laser)
je zacilen pimo na hydrodynamicky vedeny proud kapaliny v d&atékomde cytometru.

V okamziku, kdy biika zKizi drahu paprsku, zachyti detektor forward scatfesC)
informaci o s¥tle piimo proslém biikou a tedy o velikosti partikule. Detektor side tsea
(SSC) zaznamena mnozstvi¢sa odrazeného v uhlu 90° od zdrojového paprska, jge
ameérné granularit prachozi buiky. Fluoresceéni detektory zachyti $Wlo odpovidajici
excitatnim vinovym délkdm pouzitych fluoresagrch barviv (Shapiro, 2003a). Na kazdé
jednotlivé buice je tedy satasreé analyzovano &kolik vlastnosti (obrazek 1).

Historie pfitokové cytometrie se odviji od gatku ¥icatych let minulého stoleti, kdy byly
provedeny prvni prace na poli cytologické autonaaitz a fotoelektrického pani burtk
prochazejicich kapildrou. Dlouhodoby multidiscigini vyzkum vedl Kk jednotlivym
pokrokim na poli biologie, biotechnologie, vy§etni techniky, laserové technologie,
matematiky, mediciny, molekularni biologie, org&d&cchemie a fyziky, jez v polown60.
let vyustili k sestrojeni prvniho filokového cytometru dnesSniho typuiid®roj nazvany
fluorescence activated cell sortéFACS) byl zkonstruovan k odibvani krevnich bugk
s rozdilnym signalem odraZzenéhoétta. Rozvoj technologie monoklonalnich protilatek a
fluorescewnich barviv ved| v 70. letech k posuriisi vyuzivani patokovych cytomeii ve
prosgch multiparametrické detekce na ukor sortovani. p&lovire 70. let pfitokova
cytometrie dosfla k uvedeni na trh prvnich kontaich gistroji (Jaroszeski a Heller, 1998,
Hawley a Hawley, 2004).

V moderni biologii je ieba prova& rychlé objektivni multiparametrické analyzy
burécného fenotypu. Od hematologicko-onkologického a nologického vyzkumu a
diagnostiky se pitokova cytometrie staléastji vyuziva i k analyze kompaktnich tkani. V
projektu jsme se d&novali analyze fenotypu stromalnich fibrobtastadofi vychazejicich
z dlazdicovych epitél (bazaliom, spinaliom) a histiocytomu. Analyza sténich bugk
téchto nadol poskytla informace o genoveé expresi pod vlivemanadych burk. Dale jsme
studovali cirkulujici endotelové progenitory (EP&uvisejici s fyziologickou i patologickou
cévni novotvorbou a zralé cirkulujici itky (CEC) spojované s posSkozenim mikrocirkulace.

Jedna se o populace nachazejici se v perifernslextréema maloucetnosti (0,01%-0,001%)



(Khan a kol. 2005). Zasiili jsme se na analyzu banych typi, jejichZz stanoveni je

komplikovano nejasnosti fenotypti extrémré malou ¢etnosti ve vzorku. Sledovali jsme

nasleduijici cile:

Analyza fenotypu kompaktnich tkani stromatu higtiomu a stromalnich fibroblast
nadoi vychazejicich z dlazdicového epitelu (bazalionpiaaiom)

Konfrontace pitokow-cytometrickych dat s histologickymi a futtkimi vlastnostmi
Hodnoceni vlivu stromélnich fibrobld@sha fenotyp epitelialnich bgk studovanych
nadoi

Zavedeni metodiky fenotypizace extrémmzacnych nehematopoetickych Bln
cirkulujicich endotelovych progeniior(EPC) a cirkulujicich zralych endotelovych
burgk (CEC) a jeji srovnani s kultizai metodou.

Analyza fenotypu butk, z nichZz vznikaji endotelové kolonie (CFU-En) eriferni
krvi, jejich vztah k CEC a CEP. Objasnit eventighotebu jinych bus¢nych
populaci pi tvorbé (CFU-EN)

Hodnotit vyznam monitorovani cirkulujicich endoteJoh prekurzol u pacieni

s cévnimi a nadorovymi chorobami

Obrézek 1: Schéma optického systému fluoresdéo pitokoveho cytometru (Shapiro,
2003a)

Vi
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1. KRITICKY UVOD DO SLEDOVANE PROBLEMATIKY

1.1 Kmenovd burika a nadorovda kmenova burnka
V prabéhu ontogeneze se v organizmu vyskytuji embryongkriminalni a somatické

kmenové biiky. Za embryonalni kmenové fiky povaZzujeme pluripotentni kmenovérnky
nachazejici se v oblasti embryoblastu blastocy@erminalni kmenové hiky se nachazeji
v gonadach, v dosgjosti produkuji vajka a spermie. Somatické kmenovénky pak
zaji¥’uji burg¢nou obnovu produkci bdk omezené diferendiai potence. Jen zakladni
embryonalni kmenové lidy jsou pluripotentni, schopné dat vzniknkém vSech tkani.
Béhem procesu diferenciace ztraceji postupravé kmenové hitky schopnost diferencovat
do rekterych bur¢nych typn a stavaji se tak somatickymi kmenovymiikami piitomnymi

v malém mnozZstvi ve tkanich, kde z&jig obnovu gkolika buréénych typ.

Zatimco embryonalni kmenoveé iitky se @li symetricky logaritmicky expanzip
somatické kmenové iy se za normalnich podminedidasymetricky linear# davaji vznik
jedné diferencovaisi buice (transit amplifying cell) a jedné shodného tygpmatéskou tj.
kmenovou biikou. Zatimco se kmenova tika cli velmi pomalu a po dobu Zivota jedince
prakticky neomezef ,transit amplifying cell* se &i velmi rychle avSak s omezenym
poétem mitoz.

Nadorova biikka patri proctlava vyvoj analogicky fyziologické diferenciaci. Je
mozné vysledovat vztah mezi stadiem diferenciacgdmé linie, z niz nador vzeSel a typem
nadoru. Z embryonalnich bék se vyvijeji vysoce maligni karcinomy, z terminréln
diferencovanych buik benigni tumory. Dosud byly popsany nadorové kmeénbuiky
rakoviny prsu, prostaty, ovarii, varlat, CN$ tlustého steva (Sell 2004a, Sell 2004b).
Podobr jako zdravé epitelialni tk&maji svou architekturu charakterizovanou kmenavym
buinkami v bazalni linii a diferencujicimi se itkami ve vrstvach, byla popsana stratifikace
burgk spinaliomu vyznéujici se pitomnosti periferni invazivni fronty a postupujici
diferenciaci sirem do centra tumoru (Chovanec a kol., 2005). Ndezifernimi butkami se
patrre v minoritnim zastoupeni vyskytuji i nddorové kmediduiky, které asymetrickym
délenim krong sebeobnovy produkuji i rychle sé&lidi buiky invazivni fronty. Protinadorova
lé¢ba casto zasahuje hlagrproliferujici buiky, kdezto nadorové kmenoveéitky s nizkou
frekvenci @leni a aktivnim vyldovanim xenobiotik z cytoplazmyasto terapii unikaji
(Motlik a kol. 2007).



1.2 Ndadorové stroma jako niche ovliviiujici rozvoj tumoru
Kmenové bilkky generuji potomky wené kdiferenciaci dima zakladnimi

mechanismy. Vysledkem prvniho typu tzv. invariantnasymetrickéhodleni je jedna bika
uréend k diferenciaci a jedna kmenovaka matéského typu. V druhémifpac, popsaném
jako popul@&ni asymetrické &eni, kde ma kazda ze vzniklych dicgch burgk urcitou
pravdpodobnost diferenciacé zachovani fenotypu kmenovéitky. Zde dochazi k bohat
regulovanému procesu moderovanému okolnim mikretfgdim, zvanym niche, které je
tvoreno stromalnimi hkikami, extracelularni matrix a cévami. Osud kmenbvyaurek
ovliviiuje niche pomoci secernovanych fakidnezprostednimi mezibu&nymi interakcemi
a signalizaci integrin-extracelularni matrix. P@dol asymetrie umaitlje plastickou
odpowd’ na aktualni pageby organizmu (Watt a kol 2000).

Analogicky proces ri#eme nalézt i v kancerogenezi nadoKmenové nadorové
buiky jsou v bezproseédnim kontaktu se stromatem nadoruévyym nadorovymi fibroblasty
a cévami, toto niche podporuje obnovu nadorovyckrkanych busk a reguluje diferenciaci
secernovanymi faktory (Ailles 2007). Byla publikmeadata dokladajici vyvoj normalniho
epitelu ml€né Zlazy v prosedi fyziologického stromatu. Pokud ale bylynky pochézejici
z morfologicky normalniho epitelu vystaveny stromatadprodukujicimu tistové faktory
(transforming growth factof, hepatocyte growth factor), daly vzniknout prempalinu a
malignimu epitelu (Medina a kol 2004, Kuperwassekoa 2004). Niche coby regulator
proliferace a diferenciace nadorovych kmenovychéhypatrré predstavuje kliovou roli v
biologii tumori. Fibroblasty nadorovych stroniase jevi jako idealni in vitro model pro
osWtleni dnes obecénprijimaného nazoru, Zze vzajemna mezenchymajntelialni interakce
je mechanismem zasadnim pro morfogenezi.

Fibroblasty coby biiky prokazateltd schopné rnit své vlastnosti v zavislosti na
fyziologickych podminkach prasdi (Chang a kol 2002), schopné exprese daygdh
keratini v ko-kulture s keratinocyty, mohou byt povazovany #Z&quce fenotypovych zém
(Yamaguchi a kol 1999). Vtéto souvislosti byla gépa regukni role s nadorem
asociovanych stromalnich fibroblasta biologii sousednich nadorovych BkriBhowmick a
kol. 2004). Vyvstala tedy otazka, zda jsou strombliiky nadoru schopné iniciovat vznik a

Vyvoj hddorové masin situ.



1.3 Fibrozni histiocytomy
Fibrohistiocytické nadory e tvai heterogenni skupinu dermato-subkutannich

mezenchymalnich neoplazii. Termin fibrohistiocyticky* se vztahuje k morfologké
podobnosti nadorovych beik s fibroblasty a histiocyty. Biky téchto tumoti vykazuji
fibroblastickou, myofibroblastickou a histiocytiakodiferenciaci casto v ramci jednoho
tumoru. Klasifikace WHO (2005) zahrnuje benigni tugn (fibrézni histiocytom neboli
dermatofiborom), tumory intermedialni povahy (plexihni fibrohistiocytom a
dermatofibrosarkom protuberans) a agresivni tunf@aigni fibrézni histiocytom) (Hugel a
kol 2006). Benigni fibrézni histiocytom (BFH) je¢dny nador s incidenciiiplizné 3%
populace (Rahbari a kol 1985). Charakteristickymgdbstickym znakeméthto neoplazii
jsou morfologické zrny epidermis fléhajici k tumoru, velmicasta byva akantoticka
proliferace epidermis nad tumorem, se zvySenou @igati a folikularni indukc&imz mize
napodobovat povrchovy bazocelularni karcinom (Chemdkol 1997). Imunohistochemicka
analyza epidermis ipéhajici k dermatofiboromu prokazala jasné émy proliferace a
diferenciace (Han a kol 2001). Aktivace epidermdinkeratinocyil je zjevré pisobena
tumorem anebo jeho stromalnimi fami. Za zdrojové hiky histiocytomu byly
v dosavadnich pracich provazovany histiocyty, fibmety, jejich intermedialni formy i
mezenchymové kmenové iiky, presny mivod tohoto nadoru vSak dosud nebyl obfgsn
(Folpe a kol 2007).

Ze souwasnych praci vyplyva pitba studovat vliv niche ve spojitosti se vznikem
téchto heterogennich tumofWatt 2000, Blanpain a kol 2006). V ramci tohotojpktu nas
zajimalo, jaky vliv budou mit stromalni fibroblagBfFH na normalni lidské keratinocytyirv
vitro ko-kultivatnim modelu. Paraletnjsme provadi kontrolni experimenty zahrnujici
~cancer-associated stromal fibroblasts* (CASF) Zigmého fibrozniho histiocytomu (MFH).
Tyto nadory zahrnuji podobnjako BFH a bazocelularni karcinom kondenzovanénsir
bohaté na fibroblasty, avSakilphla pokozka je bez hyperplastickych &mRosenberg a kol
2003, Taher a kol 2007). V diagnostice MFH stejako u ostatnich fibrohistiocytickych
tumor hraje vyznamnou roli imunohistochemicka analyza&estuje pesna kombinace
markefi, kterd by MFH jas&odliSovala. MFHasto vykazuji ,vimentin-only* imunofenotyp
bez moznosti dalSi specifikace difereiaidno profilu. Buiky MFH 1ézi jsou vZzdy negativni
pro cytokeratiny a protein S100, je mozna slaba resg aktinu jako projevu
myofibroblastické diferenciace. Fibrohistiocytickkuimory c¢asto obsahuji nenadorové
Langerhansovy hiky pozitivni na protein S100, CD31 pozitivni endow® buiky a



makrofagy a také dendritické itky exprimujicici faktor Xllla. CD68 stefnjako dalSi
histiocytarni markery (al-antitrypsin, al-antichyrgpsin a faktor XIIl) diagnézu

nepotvrzuji ani nevyvraceji (Al-Agha a kol 2008).

1.4 Bazocelularni karcinom
Bazocelularni karcinom (bazaliom, BCCjde je zhoubné nadorové onemétin

s vibec nejvy3si incidenci. ¥eské republice byva zachycenidbtizné 150/100 000 Hipach
nemelanomovych nadbrkaze, z nichz fiblizné 80% tvdi BCC (Ustav zdravotnickych
informaci a statistiky Ceské republiky 2007, American Cancer Society

http://www.cancer.org/ Globalr® je vyskyt vyraz® nerovnondrny zavisly na intenzit

slune&niho z&eni. Dale je zvySeny vyskyt pozorovan u osob dlaolaid vystavenym dehtu a
jingm polutantim (Mitropoulos a kol 2008}i u pacient s potl&enou imunitou (Kanitakis a
kol 2003). K rozvoji tohoto karcinomu obvykle doaih& oblasti hlavy a krku, tedy v mistech
exponovanych slugaimu zdeni. BCC je nadorem pomalu rostoucim lokéhgresivnim,
pusobicim zn&nou destrukci okolni tkan metastazuje vSak extrémwzacre a po jeho
odstrarni je progn6za dobra. U poloviny pacigntSak dochazi k rekurentnimu vyskytu
BCCF do gti let po zakroku (American Cancer Society httpwiwcancer.org/ Ozgediz a

kol 2008). Histogeneze BCC neni dosudéphibvjasrna, jeho vznik byvaipsuzovan biikam
vlasového folikulu (Tilli a kol. 2005). Pro hist@mkou diagnézu je obvykle dostaie
barveni hematoxylin-eosin. Imunohisrochemickd ax@aBCC byvéa pozitivni pro keratin (K)
14, fyziologicky vyjadeny v bazalnich hikach, K19 vyskytujici se prenatélw bazalnich
bunkach, postnatathv kmenovych bitkach vlasového folikulu (Lane, McLean 2004, Michel
a kol 1996, Habets a kol 1988, rdokova a kol 2005). BCC obvykle vykazuji silnou
pozitivitu pro membranovy protein Ber-EP4 (Krahl kal 2007), dale byva iftomen
nukleolarni protein neurondlnich a hematopoetickyohtk a od nich odvozenych malignit
nukleostemin (NuclS) (Tsai a kol 2002Smooth muscle actifSMA) muze byt znakem

myoepitelové diferenciace agres#gich bazaliom (Tsukamoto a kol 1994).



1.5 Dlazdicovy karcinom
Dlazdicovy karcinom (spinaliom, SCC) je druhymdaeiejSim koznim nadorem, tvd

priblizné¢ 20% ze zachycenychripadi. | zde je vyskyt Urrny expozici mutagehv cele se
slung&nim z&enim (Utikal a kol 2007), dale byl pozorovan zvygesyskyt u paciert po
organoveé transplantaci (Carucci a kol 2004). Jed@atéz o tumory lokatn agresivni,
metastazujicicastji nez BCC. Spinocelularni nadoryize jsou mé#& zhoubné nez SCC
sliznic. Vznikaji patra z burgk bazalni vrstvy epidermigi kmenovych buik vlasového
folikulu (Sell 2004c) Na rozdil od bazaliomu byv&S pozitivni pro ,epithelial membrane
antigen (EMA) a negativni v expresi Ber-EP4 a Skk&ahl a kol 2007, Fan a kol 2007).

1.6 Vztah mezi endotelovymi koloniemi CFU-En a cirkulujicicimi
endotelovymi burikami
Endotelové progenitory jsou blizceilpuzné krvetvornym hikam a v pitbéhu

embryonalniho vyvoje vznika krvetvorna tkai cévy ze spokného druhu bukk,
hemangioblastu (Oberlin a kol. 2002). Stejako u krvetvornych butk muze existovat i
hierarchie endotelovych prekurzafingram a kol. 2004).

V dok¢ pocatku tohoto projektu byla doloZzena existence dvaouoa t burgk
vykazujicich endotelové znaky. Podhsu jejich expanze v kultel byly nazyvany jakéasné
a pozdni endotelové progenitorovénky, piicemz pozdni byly povazovany za primitéysi
prekurzory, diky podstagnvySSim pétam cléni v kulture. Lin prokazal, Ze u aloge&in
transplantovanych pacigntpochazicasné prekurzory z bek piijemce, zatimco pozdni
endotelové prekurzory pochézi z darcovskych ékua mohou tedy byt primitivnim
endotelovym progenitorem (Lin a kol. 2000). V recérstudii Au et al. dolozili za pouziti
imunodeficientnich mySich modelZze endotelové hiky kultivované z periferni krvélovéka
jsou schopnén vivo formovat cévy, ty jsou vSak nestalé a zanika&figm ti tydni (Au a kol.
2008). zansrili jsme se na otazku, zda takzvatesné endotelové progenitory, kultivované
standardizovanym protokolem podle Hill a kol. 2¢@8o CFU-En jsou skuteérpokrasilymi
progenitory nebo zda se jedna o kratkadeindotelo¢ funkéni populaci krevnich buk.
Dale jsme testovali fippadnou nutnost spoluprace dalSich dsach populaci pro vznik
téchto kolonii.



1.7 Cirkulujici endotelové buriky a cirkulujici endotelové progenitory u
pacientit podstupujicich alogenni ¢i autologni transplantaci
krvetvornych bunék

Alogenni a autologni transplantace krvetvornych ékugallo-SCT, ACST) jsou v

rozvinutych zemich &etrg Ceské republiky prvni rutirnuZivanou metodou beené terapie
(Gratwohl a kol. 2003, Pytlik a kol. 2003, Vitekal. 2003). Od konce devadesétych let se
hromadi dkazy, Ze v kostni ig@ni a periferni krvi nejsou ffitomny pouze Kkrvetvorné
progenitory, ale i dalSi progenitorovény, z nichz mohou vznikat pojivové tkgnsvaly a
parenchymové organy (Pittengel a kol.1999, Orlic kch 2001, Lagasse a kol. 2000).
Predpoklada se row, Ze z kostni igné pochazeji endotelové progenitorovéiky (EPC),
které se podileji na fyziologickych (revaskularagchemickych tkani, Kocher a kol. 2001) i
na patologickych procesech (neovaskularizace tkaadorovych, Woyvodt 2003).

Vyskyt cirkulujicich endotelovych bghk i cirkulujicich endotelovych prekurziobyl
korelovan stadou onemocmi. Zralé endotelové laky (CEC) a zejména cirkulujici
apoptotické¢i nekrotické buky endoteluci tlomky endotelovych butk jsou \tSinou
pokladany za znamku poSkozeni mikrocirkulace — wabjese u pacieiit s ANCA
asociovanou vaskulitidou, lupusem ale i u padigmd Allo-SCT v disledku pipravného
rezimu,¢i venookluzivni jaterni choroby (Natori a kol. 20@2oyvot a kol. 2004). EPC
negativié koreluji s pdtem rizikovych fakto ischemické choroby srdei dle
Framinghamské skaly (Wilson a kol. 1998), jejicty&ani bylo pozorovano i po akutnim
infarktu myokardu (Massa a kol. 2005). U pacdiepd SCT nebylaiftomnost a signifikance
EPC dosud popséana, avSak u padientmnohdetnym myelomem, tedy onemaenm, v
némz hraje angiogeneza a vaskulogeneza vyznamnqubytdi zjiS€na korelace ptiu EPC v
periferni krvi s aktivitou onemoéni (Zhang a kol. 2005).

Zralé endotelové hiky tedy sedci predevSim o poruse mikrocirkulace, EPC naopak
umoziuji obnovu malych i $Sich cév, coz fize byt prospdSné u ischemizovanych organ
(Tateishi-Yuyama a kol. 2002), ale Skodlivé u nwilig EPC tedy teoreticky mohou u
n¢kterych hematologickych malignit predikovat relapsemocgni. V zadné studii vSak
dosud nebyl srovnavan vzajemny vztah CEC a EPC

Transplantace ktvetvornych biknpredstavuje idealni model vyzkumu cirkulujicich
endotelovych buk a cirkulujicich endotelovych prekurziorPxi skéru krvetvornych buék
se da pesre spaitat paet EPC a CEC, ktery je transplantovéfjgmci a tato data mohou
tvorit zaklad pro dalSi srovnavanicionosti G-CSF v |&b¢ |éEb¢ pacient s cévnimi

poruchami. Naopak, monitorovani g EPC a CEC umozni jednak zjistit, zda vzestup



pokles rkteré z &chto populaci koreluje s progn6zou potransplaritan komplikaci (reakce
Sttpu proti hostiteli, infekce, orgdnova poSkozenilapse) ¢i dokonce umoiuje tyto

komplikace pedvidat.

1.8 Cirkulujici endotelové buriky a cirkulujici endotelové progenitory v
patogeneze ANCA asociovanych vaskulitid
Poskozeni endotelu nekr6zou s odlenim endotelovych bgk od bazalni membrany

je vyznamnym patogenetickym rysem ANCA-asociovanyeakkulitid (AAV). Endotelova
dysfunkce je ale vlastnitadt dalSich chorob s postizenim ledvin &2a byt projevem uremie
u chronicky dialyzovanych pacién{Choi a kol. 2004, Eizawa a kol. 2003). V souwssio
s endotelovym poSkozenim se v posledniéddiskutuje vyznam cirkulujicich endotelovych
progenitofi (EPC) a cirkulujici zralych bwk endotelu (CEC). Zralé endotelovérnky a
cirkulujici endotelové partikule jsou reptji pokladany za znamku poSkozeni
mikrocirkulace. Endotelové progenitory jsou na fibzdd cirkulujicich zralych butk
endotelu nadany ztimaou prolifer&ni schopnosti, vykazujitadu znak kmenovych
hematopoetickych bwhk i endotelovych markér a pispivaji k reparaci posSkozeného
endotelu a neovaskularizaci ischemicky postiZzertigéni. Stanoveni CEC a EPC v periferni
krvi se jevi uziténym markerem aktivity a zavaznosti vaskularnihotigesi, gFipadré
acinnosti zavedené &y a dalSi prognozy.

Ackoliv nékteré souvislosti mezi aktivitou ANCA vaskulitidy rmanoZzstvim CEC a
EPC (Woyvodt a kol. 2003, Holmén a kol. 2005) by#ycast&né objasrny, dosud nebyly
objasrény vztahy mezi mnozZstvim EPC a CEC a stmpnrenalni insuficience, vlivem
imunosupresivni by, nkterymi aspekty farmakologické déy ¢i dialyzaini metody u

pacienti s chronickym selhanim ledvin.



2. MATERIAL A METODY
2.1 Priitokovd cytometrie

2.1.1 Analyza stromdlnich fibroblastii metodou priitokové cytometrie
Bylo testovano Siroké spektrum marnkeypickych pro hematopoetické a kmenové

bunky, pro diferenciaci,rst a adhezi zatéélem co nejpesrjSiho popisu fenotypovych zin
probihajicich v ramci nadorového niche. Fibroblagtypravené z tumdr nebo normalni
lidské dermis byly po trypsinizaci analyzovany rigspoji FACSCalibuf equipment (BD
Biosciences, Heidelberg, Germany). Analyza dat bgtavedena za pouziti softwaru
Summif® Vv3.3. Build 1024 (DakoCytomation, Fort Collins, CQJSA). Suspenze
jednotlivych burk ve fosfatovém pufru (PBS) gigavkem 2% fetalniho teleciho séra (FCS)
byla testovana na prezenci nasledujicich markeezenchymovych kmenovych hikna
adhezivnich molekul: CD29, CD44, CD49a, CD49c, @@4CD19e, CD63, CD90, CD106,
CD105, CXCR4, hematopoetickych @nCD11c, CD11lb, CD14, CD18, CD45, CD34,
CD68, CD235a, diferenataich a fistovych markar: CD166, CD71, alkalické fosfatazy
(ALP), HLA DR, DQ, DP a HLA A, B, C. VSechna datal® srovnavana s negativni
kontrolou tvdenou irelevantnimi imunoglobuliny daného izotypuaskaveni fotonasohi
(PMT) a kompenzaci bylo provedenoigpbem podrobhpopsanym v nasledujicim oddilu.

PIné charakteristiky pouZzitych protilatek obsalmiiioZené publikace I, Il a lll.

2.1.2 Zavedeni stanoveni CEC a EPC metodou priitokové cytometrie
Pri zavadni metody piitokowe-cytometrické detekce cirkulujicich endotelovych

burgk (CEC) a cirkulujicich endotelovych progenitgfEPC) jsme soustdili nase usili na
minimalizaci vlivu jednotlivych faktar negativé ovliviwujicich reprodukovatelnost vyslelk
meieni extréma vzacnych udalosti (0,1 - 0,0001%). Tyto ruSicitdak hraji i analyze
béZnych populaci zanedbatelnou roli, avSak analyZamwch udalosti je navysoce citliva.
(Eghbali-Fatourechi a kol. 2005, Eghbali-Fatourexhkol. 2003, Canalis a kol. 2005).
Rusivy vliv nespecifické fluorescence tigobené vazbouips Fg receptory jsme
omezili pouzitim vhodného blokaiho agens (FcR blocking reagent, Miltenyi, Biot@¢han
a kol. 2005). Pro oddeni erytrocytt jsme pouZzivali lyzéni agens na bazi chloridu
amonného, jedna se o metodu v litefatpreferovanou iied separaci na Ficoll gradientu
(George a kol. 2006, Shmilovich a kol. 2007). ®eati jsme fi lyzacni ¢inidla, z nichz se
nejlépe osvdéil BD FACS lysing solution (BD Biosciences). Velmdiilezitou roli hraje

vybér vhodného slepého kanélu (Lin), ktery obsahujecenau protilatku proti znaku



piitomnému na &sSiné burgk zkoumaného souboru, nikoli vSak na hledanych wyétc
bunkach. VykEru vhodnych protilatek do tohoto slepého kanalugsgmovali zn&né usili.
Od pouziti dive preferované CD45 se nyni upousStéktéré populace endotelovych kikn
mohou slab exprimovat CD45, coZz oslabujetgaznost tohoto stanoveni (Shaffer a kol.
2006). Proto jsme se sotedili na sestaveni vhodného koktailu protilatektipjednotlivym
populacim krevnich bwk. Ve slepém kanéle jsme testovali nejprve trgjimtilatek: anti-
CD3 PerCP-Cy5.5, anti-CD19 PerCP-Cy5.5, anti-CD88CIP-Cy5.5. Tyto protilatky jsou
dodavany v nizké koncentraciy@ml, 5ug/ml, resp.6,8g/ml), coz kladlo naroky na pouzité
mnoZstvi a potazmo finani nar@nost protilatek. Navic tato kombinace nebyla ophlma
Nasled’ jsme do slepeho kanalu vybratyii konjugaty PE-Cy5: lymfocytarni markery anti-
CD3 PE-Cy5 a anti-CD19 PE-Cy5, monocytarni marker@D14 PE-Cy5 a anti-CD15 PE-
Cy5 pro rozliSeni granulooyt

Podstatné je také nastaveni kompenzaci jednotlivilclorescenich kanak
cytometru. Testovali jsme pouziti @hich kompenzénich kulicek konjugovanych
s fluorochromem (SpecktraComp Kit 3, Dako). AvSakidky konjugované s tandemem (PE-
Cyb) nebyly stalé. Pouzivali jsme tedy vzorky pami krve zn&ené anti-CD8, fipravené
stejnym z@isobem jako vlastni vzorky (obrazek 2).

Velkym uskalim stanoveni CEC a EPC stalstava volba vhodnych markerDosud
nebyly stanoveny znaky odpovidajici jednotlivympsiim vyvojové hierarchie endotelovych
prekurzofi a zralych endotelovych bék (Ighram a kol. 2004, Yoder a kol. 2007) a situgce
nadale komplikovana existenci monocytarni populkisa za uiitych okolnosti nize nabyt
n¢kterych vlastnosti endotelovych kikn(tzv. endotel-like monocyt Rehman a kol. 2003,
Fujiyama a kol. 2003). V fibéhu testovantetnych protilatek jsme sestavili panel, kde pro
determinaci CEC byly hiky znateny CD146 FITC a CD31 PE. EPC byly identifikovany
jako dvoji€ pozitivni pro znaky CD34 FITC a CD133 PE, resp3@+ FITC a anti-
VEGFR2 PE. VSe za stasné negativity pro slepy kanal (Lin-). Jako negatkontroly byly
pouzity izotypové imunoglobuliny. PIné charaktekigt pouzitych protilatek obsahuji
piilozené publikace IV a V.

PMT rozmezi pro jednotlivé kanaly bylo nastavenonpoi Fluorospheres 8 Peaks
(DakoCytomation, Glaustrup, Denmark) (obrazek 3)kazdého nseni CEC¢i CEP bylo
nateno minimalg 500 000 bu&k na gistroji FACSCalibur (Becton-Dickinson) s 488 nm
argonovym laserem. U extrésvzacnych udalosti vysledek zasadovliviiuje i pouZzita
gatovaci strategie. Nami vyvinuta strategie je kieds s tou, ktera byla v nedavné studii

S

srovnavajici Sest nejpouzivgich metod ,gatingu” jako oziana za pla vyhovujici (Van



Craenenbroeck a kol. 2008). Tato strategie ¢imdo v rekolikastupiovém vylwovani
majoritni populace, buné drti a nespecifické vazby. V prvnim kroku je R&C-SSC
profilu zahrnuta jen leukocytarni populace bezdsog drti (obrazek 4A), druhy ,gate” slouzi
k zahrnuti jen buk pozitivnich na CD34 resp. CD146 a zampveegativnich ve znacich
slepého kanélu (obradzek 4B), timto krokem se mitizug nespecifickd fluorescencereti
.gate” pak zahrnuje jen Ity pozitivni na CD34 resp. CD146 s nizkym SSC (peké4C).
Na zavr je ode€teno mnoZzstvi dvojit pozitivnich bukk negativnich pro znaky slepého
kanalu (CD34CD133Lin", CD34VEGFRZLin™ resp. CD146CD31'Lin") (obrazek 4D).
Vylouceni nespecifické vazby bylo dale potvrzeno konfrolnmgienim obsahujicim
protilatky pouze prvniho (CD34 resp. CD146) a shep&analu (obrazek 4E). Obrazek 5
znazotuje stanoveni EPC pomoci manke€D34/VEGFR2/Lin. Obrazek 6 pak detekci
endotelovych zralych bk CEC.
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Obrazek 2 — nastaveni kompenzaci pomoci vzorgeriferni krve znéenych na CD8+
lymfocyty. Po vymezeni lymfocytarni populac&)(jsou postupé v jednotlivych kanalech
meieny vzorky periferni krve barvené CD8 FITB, (C), CD8 PE D, E) a CD8 PE-Cy5K,
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Obrazek 6. ,Gatovaci“ strategie pro detekci CEC za poupitbtilatek anti-CD146FITC,
anti-CD31 PE a slepého kanalu

2.2 Imunocytochemie
Epidermalni vzorky byly parafinizovany a rutirbarveny na prezenci panelu

keratini, keratinu 19 a galektinu. Fibroblasty byly chaesidovany za pouziti nasledujicich
znali: makrofagovy ,tandem-repeat-type“ manozovy recepBbl14, CD45, CD34, CD68,
CD71, vimentin, hladky svalovy aktin, Ki67 a nustemin. U keratinocytbyla testovana
presence keratin za pouZiti polyklonalnich krdlich protilatek. Keratin 8 a 19 byly
detegovany za pouziti mySich protilatek. Epitelssemehymova transformace byla
definovana na zakl&dkoexprese keratin vimentinu a transkrimiho faktoru snail. Dale byla
sledovana exprese Nukleosteminu a Ki67. Polykldn&tali¢i anti-lidsky galektin 1 byl
pouzivan jako marker naddorového stromatu. Ziskaamta thyla srovndvana s negativnimi
kontrolami, kde specifické protilatky byly nahragenrelevantnimi protilatkami (u

monoklonalnich protilatek shodného izotypu). DNAlabyizualizovana DAPI. Vlastni

15



pozorovani byla provedena na fluoresegm mikroskopu Eclipse 90i (Nikon, Pragdgeska
republika) vybaveném CCD fotoaparatem (Vosskihleol€1300Q; Vosskuhler, Osnabrick,
Germany) a grafickym analyzerem (LUCIA 5.10; Laliorg Imaging, Prague(eskéa
republika). PIné charakteristiky pouzitych protidiobsahuji publikace I, 11 a lll.

2.3 Bunécné kultury

2.3.1 Kultury stromdlnich fibroblastii a keratinocytii
Normalni dermalni fibroblsty (DF) a keratinocytylypyrtipraveny ze zbytkové e

pacienfi podstupujicich zakroky plastické chirurgie ansphly vSechna zakonna eticka
naizeni. Kozni &tpy byly inkubovany pes noc v roztoku 0,3% trypsindigeplog 4 °C.
Dermis a epidermis byly odseparovans, vitro expanze keratinocytbyla  provedena
v souladu s modifikovanym protokolem podle Rheirdv@reena (Matouskova 1989).
Fibroblasty migrujici z dermis byly sklizeny propanzi v Dulbecco’s modified Eagle’s
medium s 10% fetalniho bovinniho séra (oboji, Broam Berlin, SRN) v 37 °C a 5% GO
Fibroblasty stromatu tumbrbyly pripraveny a kultivovany ve shéds modifikovanou
metodou podle Grando a kol 1996. Do experirndayly zahrnuty biiky vykazujici normalni
vzhled od Sesté pasaze, kultivované #asgd dni. Bugcénd linie LEP pochéazejici od
SevaPharma (Prah&eska republika) byla kultivovana v bezsérém médRi HSeva-
Pharma), v uzaeném systému ip 37 °C. 3T3 biky byly kultivovany v H-MEM
(SevaPharma) s 10% hfho séra (ZVOS, Hustope, Ceska republika) i 37 °C a 3,3%
CQ.. VSechny typy fibroblagtbyly pred kokultivaci s keratinocyty o$ety mitomicinem C
(Sigma) v davce 2fg mL* po dobw3 h.

2.3.2 Kultivace CFU-En a endotelovych bunék
Stanoveni CFU-En bylo provedeno v souladu s praémkopopsanym v Hill et al.

2003 a v souladu s dop@enim vyrobce k pouZiti Endocit média. 20ml nesrazlivé
periferni krve s heparinem bylo centrifugovano neolHypaque (Ammersham, Upsalla,
Svédsko). Ziskand mononuklearni frakce byla dvakm@myta ve fosfatovém pufru a
resuspendovana ve 2ml média Enddtui¢StemCell Technologies, Vancouver, Kanada),
pocet burgk byl stanoven na hematologickém analyzatoru (AdPDiBeckman-Coulter,
Fullerton, CA, USA). 10x10bursk ve 4ml media Endocdff bylo rozdleno do dvou jamek
BD BioCoaf™ Gelatin 6-well plate (BD Biosciences, Franklin kak NJ, USA) a
kultivovdno po 48 hodin ip teplo€ 37°C v atmosfie obsahujici 5% C£O Nasleds byla

odebrana neadherentni frakce z kazdé jamky spoigédseem a dale nasazena v dubletu po
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1x1C buikach na jamku BD BioCo&f Fibronectin 24-well. Od kaZdého vzorku tedy byly
do z&eresné kultivace nasazeny 4 jamky po 1%u@gk. Po 72 hodinach kultivace byly
odeiteny endotelové kolonie (CFU-En) pod inverznim modiopem. CFU-En byly
identifikovany jako kolonie tvidici alespé 20 burk obsahujici kulovité stdove biiky
obklopené tetenovitymi buikami. Odborny personal laboré¢oodeitajici paity CFU-En
nebyl sezndmen s diagn6zou ani stavem sledovaragary.

V kokultiva¢nich experimentech monocytarni frakce a lymfocytdrnsubpopulaci
byly buiky separovany na MiniMACS nebo MidiMACS kolonachilfnyi Biotec) pomoci
imunomagnetickych kulek v souladu s pokyny vyrobce. Byly pouzivany négjiei
separani reagencie: Monocyte Isolation Kit I, CD4 Micedds and CD8 MicroBeads,
CD34 MicroBeads (vSe Miltenyi Biotech). Izolovandiky byly intravitélré barveny PKH26
RED resp. PKH67 GREEN Fluorescent Cell Linker Miiiis (Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
USA, Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Germany). W@e popsané kultivaci v médiu
Endoculf™, byly odeteny CFU-En kolonie pod invertovanym fluoresteim mikroskopem.

-Human Umbilical Vein Endothelial Cells* (HUVEC) @partment of Vascular
Endothelium and Microcirculation, Medical TheoraticCentre, Dresden, Germany) byly
kultivovany v Mediu 199 (Gibco, Invitrogen, Germaryly pouZzity jako pozitivni kontrola
imunofenotipizace endotelovych kolonii kultivovahyz burgk periferni krve.

Zaadili jsme také funéni analyzu endotelu &enou jako produkci NO indukovanou
ob¢hovym stresem naifstroji cone-and-plate viscometer (Martin-Lutherisity Halle-
Wittenberg, Germany) (Morawietz 2000). Vlastni stani se zaklada na diazété reakci,
kterou givodre popsal Griess v roce 1879 (Goetsch a kol. 2008).

2.4 Pacienti trpici nadorovymi onemocnénimi ¢i poruchami
mikrocirkulace
Ve studii bylo hodnoceno celkem 18 paciepbdstupujicich alogenni transplantaci,

17 pacieni podstupujicich autologni transplantaci, 18 padi@oidstupujicich chemoterapii a
6 zdravych darc kmenovych bu&k. Kontrolni skupiny tvélo celkem 80 zdravych
dobrovolniki. V nékterych srovnanich jsme do kontrolni skupiny zahrredravé darce, tedy
do celkového ptiu 86 osob. BlizSi demografické charakteristiky gpastnicich se studie
obsahuji publikace IV a V. U néwiagnostikovanych pacienbyly EC a EPC stanoveny
pied l&bou a vcase dosazeni remise ted§ mésice po dokoteni posledniho cyklu
chemoterapie. U ASCT paciénbyla mnozstvi EPC a CECe¢hena ped mobilizaci PBPC,
prvni den PBPC separace, v PBPC produktiuradsice po ASCT. Dale byla mnozstvi EPC
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a CEC stanovovana u nehematologickych pagiermgoSkozenim cirkulace. Zkoumano bylo
celkem 41 paciedts AAV, 15 hemodialyzovanych paciénbez vaskulitidy, 13 pacieint
s ateroskler6zou perifernich tepen a 25 zdravychtreb Konkrétni demografické
charakteristiky osob dastnicich se studie obsahuji publikace VI, VIl alVNSechny
procedury byly provedeny v souladu s Helsinskoulateki. Studie byly schvaleny etickou

komisi a vSichni &astnici podepsali informovany souhlas.

2.5 Statistické metody
Data kvantitativni mikroskopie byla kalkulovana gpplace 500 buik na vzorek,

k testovani statistické vyznamnosti byl uzit Student-test. Kategorickd data byla
srovhavana Yatesovym testem. U numerickych dansmmalnim rozloZzenim (Kolmogorov-
Smirnovav jednovylErovy test normality) jsou vysledky vyjéehy jako median a rozmezi a
byly pouzity neparametrické testy k testovani hgpot Srovnani dvou nezavislych vzork
bylo provedeno Mann-Whitney U testem. Parova srovri@dla pc@itana Wilcoxonovym
signed-rank testem a korelace byly hodnoceny poi@pearmanova testu. Pro srovnani vice
interdependentnich vzakkbyla pouZiva Friedmanova ANOVA a Dunnova mnédtod
srovnavaci analyza. Jetipady s hodnotou p oboustramzsi nez 0,05 byly hodnoceny jako
statisticky signifikantni. K analyze byl pouzit seére Statistica (StatSoft, Tulsa, OC, USA).
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3. DISKUZE VYSLEDKU PRACE

3.1 Nadorové stroma jako niche moderujici rozvoj tumoru
V ramci tohoto projektu jsme zkoumali fenotyp fiblasti nddorovych stromata

jejich biologickou aktivitu. Fibroblastyifpravené jak z benigniho a z maligniho fibrézniho
histiocytomu a spinaliomu byly fenotypdbwprakticky identické s normalnimi dermalnimi
fibroblasty wetné negativity pro CD34 a CD105 (publikace | a lliNaproti tomu stromalni
fibroblasty bazocelularniho karcinomu vykazovalylukci exprese vSech fibroblastovych
markei, byla zaznamenéna snizené exprese HLA-I, pantstdomi marker CD45 a HLA-
Il antigen byly v souladu s¢ekavanim negativni. Dlouhodobé kultivace BCCF veatane
ztraty fibroblastovych povrchovych markek morfologickym zmdnam, ztr& kontaktni
inhibice a progresivni aneuploidii. Byla zaznamenaxprese Ber-EP4, jeZ iide byt
vyswtlovana jako artefakt vigledkuin vitro prostedi pro vysoce plastické fibroblasty nebo
muze byt chapana jako projev epitelo-mesenchymovénstoamace v souvislosti
s pozorovanimi fgchodu buék karcinomu prsu v nenadorové stromalnflounevykazujici

in vivo maligni charakter (Petersen a kol. 2003). Anamci naSi studie nebyl potvrzen
maligni fenotyp za pouZzith vivoimunodeficientniho mySiho modelu (publikace II).

BCCF i SCCF v kokultutte signifikantg transformovaly normalni dermalni
fibroblasty v butky nizSiho diferenciéniho stupg exprimujici fenotypové znaky typické pro
tkdiové kmenovéci maligni nadorové hiky. Konkrétré byla pozorovana fftomnost
intermedialnich filament népozenych pro normalni postnatalni dlazdicovy dpiteenovit
keratin 19 typicky pro epitelialni kmenové iy, keratin 14 exprimovany v lilach
bazalniho epitel&i keratin 8 fyziologicky pitomny v embryonalnich kmenovych itkach
(Michel a kol. 1996, Gires a kol. 2004, Troy a Tegk 2005). Doslo také ke zvySeni vazebné
aktivity endogenniho lektinu galektinu-1, kterd Bynovréz spojovana se z¢tnami adheze a
vaskularizace v ramci malignich tundgiAndré a kol. 2007, Gabius a kol. 2001) (publikéice
a lll).

BFH se klinicky projevuje hyperplastickou epidermjez je jednim zdlezitych
diagnostickych znak tohoto onemoami. Ackoli se jedna nepochybno morfologickou
zménu vyvolanou bezprostdni blizkosti nadoru, mechanismus vzniku tohota jdosud
nebyl plrt objasgn (Han a kol. 2001). S ohledem na vysledky stugkgjicich se BCC a
SCC jsme provedli analogické kokulttird experimenty. Fibroblasty benigniho fibr6zniho
histiocytomu projevovalyn vitro biologickou aktivitu, jejimz progednictvim ngnily fenotyp

normalnich dermalnich fibrobldstByla pozorovana indukce exprese keratinu 19,akiter
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situ v keratonocytech hyperplastické epidermis nebyygdiena. Dale byla zvySena i
vazebna aktivita galektinu-1 podabjako v kokultde s BCCRi SCCF. Tyto alterace nebyly
pozorovany v kontrolnich experimentech sikemi MFH, kde nenastava zma charakteru
prilehlé epidermis (publikace 1). Vysledky jsou tedy shod sin vivo morfologii epidermis
priléhajici k BFH resp. MFH a v kontextu studii prdeaych na bikach BCC a SCC
identifikuji stromalni fibroblasty jako reguai agens nadorové biologie. Vzhledem ke
skute&nosti, Zze k fenotypovym z&nam dochazelo i v kokulturach, kde byly keratingcyt
fyzicky odctleny od fibroblast a extracelularni matrix, jedna se pétm regulaci na bazi
secernovanych faktdr Konkrétni mechanismy jejichapobeni natst a diferenciaci vSak

vyZaduji dalSi pozornost.

3.2 Metody a vyznam detekce cirkulujicich endotelovych bunék
v diagnostice a predikci systémovych onemocnéni
Uspssns zavedené metody detekce vzacnych udalosti jsnileosali pii studiu CEC a

EPC u pacierit podstupujicich transplantaci kostniedE a u pacieni s poruchami
mikrocirkulace. Srovnali jsme metodu upskové cytometrie s kultivaim stanovenim
endotelovych kolonii.

Podstatnym zjighim bylo, Ze pé&y CFU-En nekoreluji ani s pty
CD34+CD133+Lin- bugk (r = 0.12, p = 0.42) ani s {y CD34+VEGFR2+Lin- bugk (r =
-0.09, p = 0.53). Byla pozorovana signifikantni atdgni korelace mezi CFU-En a
CD31+CD146+Lin- bikami (r = -0.36, p = 0.01). Neexistujici korelaceezin CFU-En
koloniemi a piitokowe-cytometricky znéfenymi endotelovymi prekurzory vedla k Uvaham,
zda jsou CFU-En kolonie skui® tvoreny klonogennimi endotelovymi progenitory. V dob
ieSeni projektu vySlogkolik studii (van Beem a kol. 2008, Rohde a k@072, Rohde a kol.
2006), které ukazuji, Zze CFU-En kolonie nemusi kani endotelovych prekurzor Tyto
studie uvazuiji jejich vznik ve spolupraci monacgt T-lymfocyt.

Nezavisle jsme provedli sérii kokultifaich experimerit burgk periferni krve
zdravych dobrovolnych daikc v nichz jsme imunomagneticky aodili nékteré burcné
populace a ozrdi je intravitalnimi fluorescetnimi barvivy. V p@atku jsme vyvratili
hypotézu, Zze CFU-En jsou tkeny za sotinnosti CD34+ a CD14+ bwhk. Nasledg jsme
provedli kokultivace CD14+/CD4+ resp. CD14+/CD8+nbki Zatimco poty CFU-En z
CD14+CD4+ experimentu byly obdobné jakid kultivaci neseparovanych mononuklearnich
burgk periferni krve, v nasazeni CD14+/CD8+ nebyly maley Zadné kolonie. Obdobn

negativni vysledek byl zaznamenan i v monokultujadnotlivych testovanych populaci.
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Po tchto experimentech jsme testovali hypotézu, Ze ERWkoreluji s péty CD4+
lymfocyta. Méfily jsme lymfocytarni subpopulace u skupiny 16 hastagickych pacierit a
23 zdravych dobrovolnik Ve vysledném souboru 39 osob jsme zaznamenalifiggntni
korelaci mezi CFU-En a CD4+ lymfocyty (r = 0,67<0,00001) a NK biikami (r = 0,62, p =
0,00003), nebyla zji8ha Zadna korelace s CD8+ lymfocyty (r =-0.02, .92) ani s CD14+
monocyty (r = 0.15, p = 0.34).

Zjistili jsme tedy, Ze CFU-En vznikaji za sionosti pra¢ CD4 pozitivnich T
lymfocytat a monocyi. Bunky téchto kolonii jsou vSak schopnin vitro exprimovat
endotelové markery a produkovat NO za podminekhobeho mechanického stresu
(publikace V).

Sledovali jsme vyznam stanoveni cirkulujicich eetintych burk a cirkulujicich
endotelovych progenitéru pacieni podstupujicich chemoterapii, autologni transplenta
(ASCT), alogenni transplantaci krvetvornych &krfAllo-SCT) a pacierit trpicich ANCA
asociovanymi vaskulitidami (AAV).

U skupiny no¥ diagnostikovanych hematologickych pacientt ASCT pacient jsme
zjistili signifikantng vySSi pdéty CEC (CD146+CD31+Lin-) a niz§i gty CFU-En (p =
0.00006 and p = 0.04) (p <0.00001 pra @pbovnani) nez u zdravych dobrovolilNaproti
tomu jsme nezaznamenali rozdily v ¢pmxh pfitokow stanovenych  EPC
(CD34+CD133+Lin- a CD34+VEGFR2+Lin- bBky) mezi zdravymi dobrovolniky a ani
jednou ze skupin paci@ntPo chemoterapii gty CD31+CD146+Lin- bu&k signifikantrg
poklesly (z 702 na 175 b&k/ml, p = 0.039), tento pokles nenastal po ASCTL.§5 na 279
burgk/ml, p = 0.51). Nicmé# paity CD31+CD146+Lin- se po &&¢ nenormalizovaly ani u
jedné ze skupin pacignta Zistaly statisticky vyznaninvyssi ve srovnani se zdravymi
kontrolami (kontroly v. chemoterapie p = 0.008, oty v. ASCT, p = 0.001). Tento nalez je
ve shod s nazorem, Ze chemoterapigéz®a pisobit poSkozeni cévniho endotelu a zvySovat
rizika kardiovaskularnich onema#i (Zeng a kol. 2008, Woywaodt a kol. 2004).

Paity CFU-En se nez#mily vyznamré po chemoterapii ani po ASCT. Zaznamenali
jsme signifikantni pokles CD34+CD133+Lin- kktnpo ASCT (p = 0.04), nikoli po
chemoterapii.

Dale jsme studovali efekt chemoterapie a G-CSkyiéna CEC a EPC u paciént
podstupujicich PBPC mobilizactgel ASCT. G-CSF mobilizoval EPC CD34+CD133+Lin-
a CD34+VEGFR2+Lin- (CD34+CD133+Lin- z 1,618l na 45,8x1&ml, p = 0,01,
CD34+VEGFR2+Lin- z 57 na 678,4 btkiml, p = 0,008, oboji Wilcoxaiv parovy test). G-
CSF nendl vliv na patty CD146+CD31+Lin- buék ani CFU-En (publikace 1V).
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U pacient podstupujicich Allo-SCT jsme zaznamenavali snizexéy CFU-En ged
lé¢bou, po pihojeni SEpu i vice nez rok po &¢ oproti zdravym kontrolam (p <0.00001).
Hladina CD146+CD31+Lin- CEC byla i vice nez roklpébe zvysena (p = 0.009) (publikace
V).

Pacienti s AAV ndli signifikantné mére CFU-En nez zdravé kontroly (median 0.3 vs.
19.5 CFU-Hill/ml krve, p > 0.0001). Nizké gty CFU-En asociovaly se s#j$i tendenci k
casnému relapsu (publikace VI a VII). Na rozdil oditpkowé cytometricky stanovenych
populaci endotelovych bgk nepovazujeme nizké @y CFU-En u hematologickych
pacienfi za obraz poSkozeni cévniho endotelu, nybrz za kwmamunitni dysfunkce
doprovazené poklesem hladiny CD4+ lymfagyktera byla u hematologickych paciént
piitomna v¢ase diagnOzy a vytrvala i po cytotoxickéhé

Zawrem lzefici, ze stromalni fibroblasty nadomohou vykazovat zemény fenotyp a
Ize hypotetizovat jejich vznik epitelio-mesenchynialtransformaci nadorovych htla
VSechny zkoumané s nadorem asociované fibroblagyydezhopné fisobit fenotypovy zvrat
normalnich keratinocyt tato regulace byla nezavisla na kontaktnich megimych
interakcich. Tato pozorovani mohou mit&mavliv v rozvoji terapeutickychistupi k 1é&cbé
nadofi kize.

M¢éteni pa&tu CFU-En jsme vylotili jako moZznou metodu detekce endotelovych
progenitofi, neba@ se patrd jedna o kolonie vzniklé za spokasti imunitnich bugk.
Podd&ilo se nam zavést metodu detekce extr&mmacnych udalosti a tu dale aplikovat
v klinickych studiich, jejichz vysledky identifikij pritokove—cytometrické stanoveni
endotelovych buwk a jejich progenitar jako g@istup se znaym diagnosticko-

prognostickym potencialem.
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4. SOUHRN
Analyza stromalnich fibroblastzkoumanych tumdr prispéla k pochopeni regulace genové

exprese zfisobené nadorovym préstim.

Stromalni fibroblasty zkoumanych nadowykazuji schopnost vytvéat prostedi vazg
modifikujici fenotyp normalnich epitelidlnich keraicyti, které ziskavaji fenotyp podobny

nadorovym bitkam.

Byla zavedena reprodukovatelnda, rychla a vysocezitbam metoda detekce extrémn

vzacnych nehematopoetickych kkn

Patty CFU-En nekoreluji s fitokowe-cytometricky stanovenymi gty CEC ani EPC. Tyto

kolonie jsou utvéeny za sotinnosti CD14+ monocyta CD4+ T lymfocyi.
Paitty CEC a EPC jsou v Uzkém vztahu s poSkozenim hévmindotelu fisobeného

systémovymi onemoeénimi. Jejich zastoupeni se daleemh v reakci na aktualni stav

onemocgni.
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5. SUMMARY
Analysis of stromal cells of the investigated tumetucidated alteration of gene expression

induced by tumor environment.

Tumor-derived stromal fibroblasts acquire distipcoperties to shape a microenvironment

conducive to altering the phenotypic charactessticnormal epithelial cells in vitro.

Reproducible, quick and highly sensitive method ddtection extremely rare non-

haematopoetic cells (EPCs, CECs) was established.

Numbers of CFU-En correlate neither with circulgtiendothelial progenitors nor with
matured endothelial cells detected by flow-cytometiThese colonies are formed in

cooperation of CD14 + and CD4+ cells.
Numbers of endothelial progenitors and matured #adial cells are closely related with

vessel endothelium damage caused by system disBlasg.further change in response to
disease state.
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