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Annotation (Abstract)

Some of heat shock proteins (Hsp), for exampleiridacible form Hsp70, are
expressed on the surface of tumour cells. High elgmession is reflected in tumour
cell features, such as ability to progression, tiastasize and resistance to apoptosis.
The question is whether Hsp gene expression cteselaith surface expression. The
aim of this master thesis is to compare surface gamne expression of Hsp70 and
observe the gene expression of some other Hspimsofelsp27, Hsp60, Hsp90 and
HspBP1) in leukaemia. The research was carried oouftcell lines obtained from
leukaemic blasts of patients with acute myeloid kémmia: UoC-M1, HL-60,
OCI/AML3, THP-1, HU-3 and TF-1 that had been cudtedin vitro. Hsp70 surface
expression was detected using flow cytometry, agegexpression of each Hsp was
studied using real-time RT-PCR. It was found oat thigh surface expression of Hsp70
did not correlate with gene expression in consecgi@i negative feedback applied in
Hsp expression regulation. Hsp27 gene expressisninveaeased compared to negative
(healthy) control on all tumour cell lines, withettnighest increase on the THP-1 line.
Hsp60 gene expression was increased compared taiiveeghealthy) control on all
tumour cell lines and there were not remarkabléeihces in expression between
single lines. In comparison to gene expressiontloéroHsp, the Hsp90 gene expression
showed the lowest increase compared to negatiatiily¢ control and there were not
remarkable differences between lines. This is tret thesis that illustrates the gene
expression of (MRNA) HspBP1 in leukaemic lines. Tilghest values of HspBP1 gene
expression were detected in the TF-1 line and iheHL-60. The gene expression
values of other lines were also higher comparedtinegy (healthy) control. At the same
time the HspBP1/Hsp70 ratio was higher comparedceégative (healthy) control.
Nevertheless the gene expression detected in glartitnes may not reflect the Hsp
protein expression, as it was proved in Hsp70. Thathy the HspBP1/Hsp70 ratio
calculated from Hsp70 and HspBP1 gene expressieach line may not correspond to
real protein expression. Heterogenic characterspf ¢fene expression among leukeamic
lines was proved.

Regarding the fact that Hsp protein levels reftbet state of cell differentiation
and proliferation, the mRNA profile research of Hgas valuable. This thesis focused
on study of gene expression in leukaemic linesvduld, however, be appropriate to

compare these data with the results of patients twdnee a specific type of acute



myeloid leukaemia. Those findings may become theisbfor study of a possible
relation between protein and gene expression ofdtisitheir possible association with

disease prognosis.



Anotace (Abstrakt)

Nekteré z proteifi tepelného Soku (Hsp), nagnducibilni forma Hsp70, jsou
exprimovany na povrchu nadorovych bkn Vysoka exprese Hsp se odrazi ve
vlastnostech nadorovych hiky jako je schopnost progrese, metastazovani anosol
vac¢i apoptdéze. Otazkou ustava, zda genova exprese Hsp koreluje s expresi
povrchovou. Cilem mé prace bylo porovnat povrchogogenovou expresi Hsp70 a
sledovat genovou expresgkierych dalSich Hsp protein(Hsp27, Hsp60, Hsp90 a
HspBP1) u leukémie. Vyzkum byl proveden na dmych liniich ziskanych
z leukemickych blagt pacientt s akutni myeloidni leukémii: UoC-M1, HL-60,
OCI/AML3, THP-1, HU-3 a TF-1, které byly kultivovgrin vitro. Povrchova exprese
Hsp70 byla zjiSovana pomoci itokové cytometrie a genova exprese jednotlivych Hsp
byla studovana pomoci RT-PCR v realnéase. Bylo zji&no, Ze vysoka povrchova
exprese Hsp70 nekoreluje s expresi genovouisiedku negativni zftné vazby,
uplatiujici se pi regulaci exprese Hsp. Genova exprese Hsp27 bwyjdena oproti
hodnotam kontrolniho souboru u vSech nadorovyci, livejvice pak u linie THP-1.
Genova exprese Hsp60 byla zvySena oproti hodnot@nmtrddniho souboru u vSech
nadorovych linii, mezi jednotlivymi liniemi nebylyyrazné rozdily v expresi. Genova
exprese Hsp90 byla nejme€mvySena oproti hodnotam kontrolniho souboru verstoi
s genovou expresi ostatnich Hsp a nebyly zde vgramadily mezi jednotlivymi
liniemi. Toto je prvni prace, kterd demonstruje @eu expresi (MRNA) HspBP1
u leukemickych linii. NejvySSi hodnoty genové exgaréHspBP1 byly zjighy u linie
TF-1 a déle u HL-60, i u ostatnich linii byly hodynogenové exprese vySSi nez
u kontrolniho souboru. Zaroire pomér HspBP1/Hsp70 u leukemickych linii byl vyssi
oproti kontrolnimu souboru. Nicmémenova exprese, ktera byla zjish u konkrétnich
linii nemusi odrazet proteinovou expresi Hsp, jgko prokdzano u Hsp70. Proto p&m
HspBP1/Hsp70, ktery byl vygitdn z genové exprese Hsp70 a HspBP1 u jednotlivych
linif, nemusi korespondovat se skirteu proteinovou expresi. Byl prokazan
heterogenni charakter Hsp genové exprese mezitjegmai leukemickymi liniemi.

Vzhledem ktomu, Ze proteinové hladiny Hsp odratdv sdiferenciace a
proliferace budk, bylo cenné studovat mRNA profily Hsp. Tato prdmda zandrena
na studium genové exprese u leukemickych liniioByy ale vhodné tato data porovnat

s vysledky u pacieit kterfi maji konkrétni typ akutni myeloidni leukémie. kikladt



téchto zjiS€ni by mohl byt studovan mozny vztah mezi proteinoaogenovou expresi
Hsp a jejich moZné asociace s progndzou onedmbcn
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UvoD

Tématem mé diplomové prace je ,Role protetepelného Soku v patogenezi
leukémie“. Uvodem bych ctia predeslat, Ze problematika leukémie je velice rozsahl
a neexistuji konkrétni postupy v diagnostice &bd¢é které by bylo mozno pouzit
univerzal u vSech typ leukémii. Ve své praci jsem se zabyvala konkretkutni
myeloidni leukémii. DalSi vyzkumg¢hto onemocEni piinasi dalsi zavazna odhaleni
zejména v patogenezi, a unioje tak tvorbu novych opefaich postup v diagnostice
a l&b¢ leukémii, které jsou mnohem spetijSi a mohou byt fimo cilené na
konkrétniho pacienta.

Hsp proteiny vykonavaji velké mnozstvi funkci wikach. Mezi jejich
nejvyznamgjsi  fyziologické funkce pa&k sbalovani protein (,folding®),
cytoprotektivni, anti-apoptotické a imunologickénkge. JelikoZ tyto proteiny jsou
znamy jiz od roku 1962, bylo odhaleno velké mnozgejich funkci a moZnych
patologickych vlivi zejména fi tumorogenezi a autoimunitnich chorobach. Maji
nepopiratelny vliv na tumorogenezi. Zaréve lze vyuzit jako markery pro sledovani
progrese konkrétnich nadgrpro ugeni progndézy onemo¢ni, pipadré jimi lze
sledovat velic&asny relaps. | kdyz negak dopordovanym diagnostickym markin,
jejich piinos je i tak velice vyznamny.

V této praci jsem shrnula problematiku diagnostkytni myeloidni leukémie,
predevsim v podminkach Klinické praxe a klinickyclhdeatdich. Zarové jsem se
snazila zachytit i dalSi moznosti diagnostiky, &tgsou zatim dostupné pouze ve
vyzkumnych laboratdch a nejsou rutinh provadny v klinickych laboratéch.
Pokusila jsem se o teoretickyehled sotiasnych poznatk o akutnich myeloidnich
leukémiich a Hsp proteinvcetre jejich vlivu na patogenezi nador

Vyzkumnacast je zarrena na zji&ni povrchoveé a genové exprese konkrétnich
Hsp a jejich pipadné korelace. Tento vyzkum byl proveden na kétnkeh typech

nadorovych linii odvozenych od akutnich myeloidnbkemii.
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1. Soasny stav dané problematiky

1.1 Definice a klasifikace akutnich myeloidnich lkamii (AML)

AML predstavuje tiznorodou skupinu malignich onemeon krvetvorby, pro
néz je charakteristickd proliferace a akumulace rgzha hematopoetickych bghk
v kostni deni a jejich nasledné vyplavovani do periferni ki&®iL je definovana jako
klonalni expanze nezralych htkn krvetvorby (myeloblasf), které tvéi > 20%
jadernych bugk v kostni deni (Adam et al. 2008). V roce 1990 a 2003 skupijzerfi
publikovala doporéeni pro standardizaci odpovidajicich kritérii pragmhostiku a l&bu
AML a stanovila standardy pro klinické studie AMILato dopordeni byla obech
prijata v ramci lékéské praxe i v rdmci klinickych studii. V poslednitdtech bylo
dosazeno zri@ého pokroku v rozludhi molekularg genetické a epigenetické podstaty
AML a byly definovany a diagnostikovany nové progtické a diagnostické markery.
Rostouci poet opakujicich se genetickych &mbyl uznan v nové klasifikaci ,World
Health Organization® WHO (Doéhner et al. 2010). WHKasifikace akutnich
myeloidnich leukémii vychazi z klasickych cytochekych a imunofenotypickych
znaki a je dopl&na o znaky cytogenetické a molekukaiiologické. WHO klasifikaci
predchézela ,French- American- British clasificatioRAB klasifikace (Adam et al.
2008). FAB Klasifikace je vytuena na zaklad morfologického, cytochemického a
imunofenotypového vysSeni, diky kterému lze v séasné dob vymezit 8 subtyfp
AML (MO-M7), které se liSi podle diferenciace a @t maturace leukemickych bék
(Pecka M. 2006). FAB klasifikace viz Tabulkd, WHO klasifikace viz Tabulk& 2.

Klasifikace (8 subtypd AML):
1. AML MO s minimalnimi znamkami myeloidni diferenciace tzv. ¢asna

myeloidni leukemie

Tato podskupina leukemii byla definovan& pevizi FAB klasifikace v roce
1990. Vyznéuje se diferenciaci do myeloidfddy leukemii. Morfologicky maji
blasty jemny az lehce hrubsi jaderny chromatin, \Bx@zna jadérka, kulaté&
ovalné jadro, cytoplazma je&la az lehce bazofilni, neobsahuje granula (blasty
l. typu) ani Auerovy tye (Mayer et al. 2002). Leukemické blasty nelze
klasifikovat pouze morfologicky a cytochemicky, almyeloidni pivod
blastickych butk musi byt prokdzan imunologicky nebo ultrastruétar

cytochemii, tzn. pikazem myeloperoxidazové aktivity elektronovym
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mikroskopem. Imunofenotypéwice nez 20% blastexprimuje jeden nebo vice
myeloidnich antigeitn CD34 v koexpresi a CD13 nebo mgérs CD33,
cytochemickou reakci na myeloperoxidazu nelze stblegh prokazat, je ale
mozné prokadzat myeloperoxidazu pomoci protilatkyeckd M. 2006).
Cytogeneticky lze prokazat translokace t (3; 2136(gg22). Tvaéi 0,5 — 5%
vSech leukemii (Adam et al. 2008).

AML M1 myeloblastick& bez vyzravani

V kostni deni je naprostaipvaha myeloblagtvice nez 90% elemantchybi
granulopoéza, &Sinou jsou minimalé zastoupeny i ostatni vyvojovéady
(Adam et al. 2008). &které gipady jsou charakterizovany homogenni populaci
blastickych elemeidt bez granulace, které spiSefippminaji akutni
lymfoblastickou leukémii ALL, pro kterou je charekisticky velky pondr jadra

k cytoplazng ,nukleo/cytoplazmaticky pogr“. Morfologicky myeloblasty
obsahuji malé mnozstvi bazofilni cytoplazmy, veemny chromatin, jadra jsou
kulatd a/nebo ovalna. \Ekterych gipadech mohou byt v kostnitehi i

v periferni krvi gitomny typické myeloblasty 1. A Il. Typudéetrg Auerovych
ty¢i. Imunofenotpo¥ myeloblasty exprimuji antigeny CD13, CD33, CD34,
HLA-DR, vyjimecné CD11 a CD15 (Mayer et al. 2002). Cytochemicky Ize
prokazat pozitivitu na myeloperoxidazgét$inou u vice nez 3% blaskostni
diere a/nebo periferni krve (Pecka M. 2006).

AML M2 myeloblasticka s ¢astetnym vyzravanim

Od M1 se odliSuje iitomnosti vyzravajici granulopoézy. Myeloblasty uso
obvykle vice vyzrélé nez u M1, obsahuji vice azinfwh granul a Auerovych
ty¢i. AvSak pomdr myeloblast I. a Il. typu ¥tSinou kolisa fipad od pipadu
(Mayer et al. 2002)Cést leukemické populace vyzrava do promyelibcyasto
abnormalg. Mohou se vyskytovat i mensi mnozstvi myelacyhetamyelocyt,
ty¢i a segmerit (Pecka M. 2006). Morfologicky Ize pozorovat odbSt mezi
typy AML M2, krom¢ béZného typu viz vySe Ize pozorovat i varianty MZrit
jsou provazeny translokacemi t (8;21) nebo t (619jo chromosomalni aberace
maji vliv na morfologii blast (Mayer et al. 2002). Typ AML M2 st (8;21)
(922;922) je charakterizovan tippmnosti velkych blastickych elemént
s bohatou cytoplazmou a s velteitnymi azurofilnimi granuly (blasty Ill. typu),
casto se vyskytuji Auerovy &g, krong téchto blast jsou gitomny i malé
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blastické elementy s téth agranularni cytoplazmou (Mayer et al. 2002).
U nékterych gipadi miaze byt ZetelrgjSi zmnoZeni eozinofil az ve 30%,
nevykazuji vSak morfologické a cytochemické atymko eozinofily M4Eo
varianty (Adam et al. 2008). Tato translokace sskyiuje asi u 40% ifpadi,
pacienti vtomto fpad maji pongrné dobrou prognézu, na rozdil od
nemocnych s trizomii 8. chromosomu nebo s delechiomosomu, kié maji
velmi Spatnou prognozu (Pecka M., 2006). AML M2 8#s AML s bazofilnimi
prekurzory, je provazena chromosomalni aberacb) (§21;926). Ve sitelném
mikroskopu lze odliSit blasty s mélo qminymi, ale retelrt odliSitelnymi
bazofilnimi granuly v cytoplaztn Je zde zvy3Seny pet vyzralych bazofil a
nalez myelodysplazie (Mayer et al. 2002). Cytoclodmi prikaz
myeloperoxidazy u AML M2 je sikhpozitivni.

AML M3 promyelocytarni

Tento typ AML (APL) se vyskytuje ve dvou odliSnycmorfologickych
obrazech, které jsou oztmvany jako hypergranularni promyelocytarni leukémie
a variantni mikrogranularni leukémie (Mayer et 2002). Nekteré publikace
uvadiji jesSt teti typ této AML tzv. Standardni typ (Pecka M. 2D06

Hypergranularni promyelocytarni leukémie

Morfologicky Ize nalézt typické myeloblasty, ktelydyva mén nez 30%,
atypické promyelocyty (velké elementy, jejichz giazma je napkna tmay
razovymi, ¢ervenymi¢i purpurovymi granuly), Auerovy te uspdadany do
snop@ tzv.,fagot cells®, cytoplazmaéthto burkk je bleda a mohou byt
piitomna i dalSi azurofilni granula. Cytochemicky [mekazat silnou pozitivitu
myeloperoxidazy (Mayer et al. 2002).

Variantni mikrogranularni leukémie

Morfologicky jsou gitomné nadorové elementy s hluboce régashym jadrem,
nebo dokonce s dvoulaleatymi elementy. Kazdy z lalékobsahuje jadérko a
oba laloky jsou spojeny uzkym jadernymistkem. Cytoplazma je jeminaz
stredreé bazofilni, v kterych gipadech zcela agranularni¢hkieré nadorove

elementy obsahuji snopce AuerovyctitiMayer et al. 2002).

Zvlastni postaveni akutni promyelocytarni leukénffePL) vyplyva z jeji
etiologie, klinického obrazu, #Asobu Ié€by a jeji UuspSnosti. Patologicka je
u APL chromosomalni translokace t (15q922; 17g21igr&k se vyskytuje té#n
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u 100% pacierit, raritn® se vSak mohou vyskytnout i jiné partnerské genyRRA
nag. PLZF (11g23), NuMA (11g13), NPM (5g35) a STAT5R7¢21).
V dusledku vzniku fazniho genu se t¥@rotein PML/RARy, coZz u APL vede
k charakteristické blok&d diferenciace granulocytarnitady na Urovni
promyelocytu. Druhym znakem APL a hlavriignou ¢asté mortality je&ka
koagulopatie. Pro APL je vysoce specificky imunafigp: CD9+, CD11b-,
CD13+, CD15-, CD33+, CD34-, HLA-DR-. Diagn6zu APlotprdi stanoveni
fuzniho genu PML/RAR v krvi ¢i kostni deni pomoci PCR (Adam et al. 2008).

AML M4 myelomonoblasticka

Myelomonoblasticka leukémie je charakterizovana r&yanim nadorovych
burgk jak do granulocytarni, tak do monocytar@dy. Morfologicky jsou
blastické elementy ve reni heterogenni, kroén obvyklych myeloblast

s kulatym¢i ovalnym jadrem (l. i Il. typu &etre nalezu Auerovych ) jsou
piitomny blastické biky s lalatnhatymi, nebo roz8penymi jadry, obvykle jen

s jemnou granulaci (Mayer et al. 2002). Veliggsto se tento typ leukémie
manifestuje extramedul&n(Adam et al. 2008). Cytochemicky lze prokazat
variabilni myeloperoxidazovou pozitivitu nejnéive 3% blastickych buik
(Mayer et al. 2002).

AML M4 Eo je varianta myelomonoblasticka leukémie seozinofilii

Tato varianta AML M4 je popisovana od poloviny @d.ldo FAB klasifikace
byla z&azena az vroce 1985. Typicka je asociace morfokétio obrazu
s chromosomalnimi odchylkami, jedna se o translidk&erzi, pogipad deleci
16. chromosomu t/inv. (16) (pl13; g22) (Adam et 2008). Tato AML je
charakteristicka fitomnosti atypickych eozinofi] které tvdi vice nez 5%
element z nonerytroidnich buik. Tyto eozinofily navic jevi morfologické
odchylky, postihujici zvlast nezrala vyvojova stadia : jsouétsi, krong
eozinofilnich granuli obsahuji tmavfialova velka bazofilni granula, maji
nesegmentované jadro. Abnormalni eozinofily seSodilii v cytochemickém
obraze (Mayer et al. 2002).

AML M5 monoblasticka

U tohoto typu AML je pevaZzujici leukemickou linifada monocytarni. Podle
zastoupeni nezralych prekuragji Ize rozclit na AML M5a monoblastickou
svice nez 80% monobléasa na AML M5b s méh nez 80% monoblast

15



vtomto pipadd buiky vyzravaji do promonocyt Promonocyty maji
nepravidelna,¢i lalo¢nata jadra, cytoplazma je jegnrbazofilni s azurofilni
granulaci, kter4 je napagi nez u monoblast Monoblasty jsou velké
elementy s bohatoutstire bazofilni cytoplazmou, které&asto obsahuje vakuoly
a jemny popraSek azurozilni granulace (Mayer et 28102). V rkterych
piipadech AML M5 je napadnym morfologickym znakem kaatni
erytrofagocytoza, tyto ffpady byvaji spojeny s nalezem translokaci t (9111)
(8;16). U €chto pacient miZzeme pozorovat hyperplazii dasni, postizeni
centralni nervové soustavy CNS a koagulopatie (BiKeéminovana
intravaskularni koagulopatie) (Adam et al. 2008).

AML M6 erytroblastova leukémie

Podle navrhu WHO Klasifikace je erytroblastova kmie rozdlena na podtypy
AML Mé6a tzv. ,Di Guglielmim syndrom® a na AML M6b tzv. ,Di
Guglielmova choroba“. U obou tgp leukémii nachazime zmnoZenou
erytropoézu s dysplastickymi 2Zmami, jako jsou megaloblastické rysy,
mnohojaderné formy, jaderna fragmentace, vakuodimév proerytroblasty,
zaSkrcend jadra (tvaru trojlistku) a bazofilnfkievani. Dysplazie jefitomna i

v myeloidni fade — abnormalni myeloblasty, Auerovy ¢, plazmojaderna
asynchronie (Mayer et al. 2002). U erytroleukerné prokazat vice nez 50%
erytroblast v kostni deni, zarové myeloblasty jsou pozitivni na
myeloperoxidazu, glykoforin A a CD71, cozZ je trargiovy receptor (Adam et
al. 2008).

AML M7 megakaryoblasticka

Pati sem typy AML charakteristickéipdevsim proliferaci megakaryoblast
v kostni deni, mize byt zvySen také pet proerytroblast a myeloblast.
Megakaryoblasty je obtizné az nemoznéespt identifikovat swtelnou
mikroskopii. Cytochemicky je myeloperoxidaza konst&a negativni.
Cytochemicky a morfologicky nalez nestapro diagn6zu AML M7 (Mayer et
al. 2002). Imunocytologicky Ize prokdzat faktor NIICD41, CD61 a
trombocytarni peroxidazy (Adam et al. 2008).

Megakaryoblasty proliferujici v kostnitehi produkuji tzv. destkovy rastovy
faktor (Platelet derived grow factor - PDGF), ktetyvykle vyvolava proliferaci
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fibroblasti v kostni deni s jeji naslednou fibrozou, protct$inou dochazi

k punctio sicca ) aspira&ni biopsii kostni ¢ené (Pecka M. 2006).

Existuji i vzacné typy akutnich myeloidnich leuké&nkteré nejsou zahrnuty v FAB
klasifikaci AML MO-M7. Tvori samostatné jednotky. Jedna se o velice vzacng typ
nap. akutni leukémie s eozinofilnimi blasty nebo akugukémie s bazofilnimi blasty.
Vzhledem Kk jejich ojedielému vyskytu se nebudu zabyvat jejich podrobnou

charakterizaci.
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Tabulkac¢.1

Charakteristika akutnich myeloidnich leukémii pdekeB klasifikace
Zdroj: Adam et al. 2008, Déhner et al. 2010

Typ akutni FAB :
leukemie subtyp Cetnost Specialni p Fiznaky Charakteristické nalezy
Blasty nedavaji
cytochemickou reakci na
myeloperoxidazu, Ize ji vSak v
A_ML s rr_nnlfmlnl AML MO |<50 nich prokazgt ’ptotllat_kou proti
diferenciaci myeloperoxidaze,nejsou
pfitomny Auerovy tycky, je
pozitivita CD34 v koexpresi s
CD13 nebo néné CD33
. e xive Pozitivita CD34, HLA-DR,
ﬁe'v;" mzﬁzl\?;’r']?smva AML M1 | 15% tSpo\'/” df)g/'zélg?t?aﬁe‘s' CD13, CD33 vyjime&nd CD11
Wy yp P a CD15, blasty >90%
Iv3a0|ent| s 1( 8;21) mayl Translokace ( 8;21) u 20%
Gasto splenomegalii a Fipada, inverze (3)
. CR u 60%, inv(3) je pripadd, e ), .
AML myeloblastova s . A translokace (6;9), pocet blastd
P AML M2 | 30% asociovana s "
vyzravanim P 20-89%, Auerovy tyCky u >
trombocytosou, (6:9) je | 7604k ad, ve 30%pripada
asociovana s bazofilni baz(c))fﬁ')liep ! oprip
diferenciaci
Translokace ( 15;17)
Zavazna koagulopatie, | vyjimecné translokace (11;17)
. .| AML M3 o M3v promyelocyty a (5;17), HLA-DR neg.,pocet
AML promyelocytarni AML M3v 5% nemaji vyrazna granula | blastl > 20%, Auerovy tycky u
"mikrogranularni forma" | > 50% ptipadq, silna pozitivita
CD33
celkem Myeloidni a monocytarni
AML AML M4 20% Casnéa extramedularni komporle_nta, M4E0 eozinofilie
.. | AML M4 : > 5% pfi inverzi (16),
myelomonoblasticka AML M4 | manifestace P
Eo abnormalni granulace
Eo 3% P,
eozinofilt
Vyrazna pozitivita nespecifické
esterazy, aberace obvykle
Hyperplazie dasni, kozni | t(9;11) a t(8,16), markantni
Monoblastova AML M5a 30% infiltraty, postizeni CNS, | erytrofagocytosa, M5a
leukémie AML M5b koagulopatie (DIC), monoblasty> 80%
chlorézy mononuklearnich bunék M5b
< 80% mononuklearnich
bunék
3 Erytroblasty >50% jadernych
Castéji sekundarni bunék v kostni dfeni, pozitivita
Erviroblastova leukémye z glykoforinu A a CD71
Ielilkémie AML M6 | <5% Myelodysplastického (transferinovy receptor),
syndromu, ¢asto ma erytroblasyt davaji pozitivni
delSi prodromalni faze PAS reakci, neni to ale
patognomicka vlastnost M6
Neni evysoky, pcht Blasty obvykle nad 20-30%,
blastl, nepfizniva .
A A .. | prikaz faktoru VI, CD41,
prognoza, vysoka laktat CD61 a trombocytarni
Megakaryoblastickd | AML M7 | < 1% dehydrogenaza, obvykle y

punktio sicca pfi fibréze
kostni dfené, ¢asté u
Downova syndromu

peroxidazy, vyzralé formy
davaji takeé pozitivitu PAS
reakce
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Tabulkac.2
Klasifikace akutnich myeloidnich leukémii podle WHO
Zdroj: Adam et al. 2008, Déhner et al. 2010

1. Akutni myeloidni leukémie s p  Fitomnymi genetickymi abnormalitami

Akutni myeloidni leukémie a t(8;21) (g22;922); RUNX1-RUNX1T1

Akutni myeloidni leukémie s abnormalnimi eosinofily kostni dfené inv(16)(p13.1922) nebo
1(16;16)(p13.1;g22); CBFB-MYH11

Akutni promyelocytarni leukémie t(15;17)(922;q12); PML-RARa a varianty

Akutni myeloidni leukémie s t(9;11)(p22;923); MLLT3-MLL

Akutni myeloidni leukémie s t(6;9)(p23;934); DEK-NUP214

Akutni myeloidni leukémie s inv(3)(q21926.2) or t(3;3)(q21;q26.2); RPN1-EVI1

Akutni myeloidni leukémie (megakaryoblastic) with t(1;22)(p13;q13); RBM15-MKL1
Prozatimni : Akutni myeloidni leukémie s mutaci NPM1

Prozatimni : Akutni myeloini leukémie s mutaci CEBPA

2. Akutni myeloidni leukémie s myelodysplazii vice bun éénych linii

Nasledujici myelodysplasticky syndrom, nebo myelodysplasticky/ myeloproliferativni syndrom
Bez predchoziho myelodysplastického syndromu

3. Akutni myeloidni leukémie a myelodysplasticky sy ndrom souvisejici s p fedchozi Ié €bou

Souvisejici s 1éEbou alkylaénimi cytostatiky
Souvisejici s Ié€bou inhybitory topoizomerazy Il, nékteré mohou byt lymfoidni
Jiné typy

4. Akutni leukémie jinak kategorizované (NOS)

Akutni myeloidni leukémie s minimalni diferenciaci
Akutni myeloidni leukémie bez maturace
Akutni myeloidni leukémie s maturaci

Akutni myelomonocytarni leukémie

Akutni monoblasticka a monocyticka leukémie
Akutni erytroidni leukémie

Upln& erytroidni leukémie

Erytroleukémie a erytromyeloidni leukémie
Akutni megakaryoblasticka leukémie

Akutni bazofilni leukémie

Akutni panmyelosis s myelofibrézou

5. Myeloidni sarkom

Extramedularni myeloidni tumor
Granulocyticky sarkom

6. Myeloidni proliferace spojena s Downovym syndrom em

Prechodna abnormalni myelopoéza
Myeloidni leukémie asociovana s Downovym syndromem

7. Blasticka plazmacytoidni neoplazie dendritickych bun ék

8. Akutni leukémie nediferencovanych linii (acute |  eukemias of ambigous lineage)

Nediferencované akutni leukémie

Akutni leukémie smiSeného fenotypu s t(9;22)(g34;q11.2); BCR-ABL1
Akutni leukémie smiSeného fenotypu s t(v;11g23); MLL rearranged
Akutni leukémie smiSeného fenotypu, B/myeloid, NOS

Akutni leukémie smiSeného fenotypu, T/myeloid, NOS

Prozatimni : lymfoblasticka leukémie/ lymfom Natural killer (NK) cell
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1.2. Patogeneze a etiologie akutni myeloidni leuk&m

Akutni myeloidni leukémie je rychle progredujicietérogenni klonélni
onemockni hematopoetickych progenitorovych Bkr(Doepfner et al. 2007). ZvySena
proliferace, rezistenceiwi apoptoze, stefhjako i inhibice diferenciace jsou projevem
tohoto onemoaini (Steffen, et al. 2005). Etiologie AML jéSheni zcela objagna, ve
vlastni patologii vzniku akutni myeloidni leukémieaji zasadni vyznam genetické
zmeny, predevSim dkteré chromosomalni fpstavby. U fady nemocnych jsou
prokazatelné translokace, v jejichizstedku vznikaji v oblasti zlomfuzni geny, jejichz
souwasti jsou ¢asto geny pro transkdpi faktory. Disledkem takto zménych
transkrignich faktofi je deregulace vyvoje kmenové krvetvornénku a vznik
leukémie (Adam et al. 2008). Dva hlavni typy gerietch udalosti, které vedou
k leukemické transformaci jsou: Zmy v ¢innosti transkripich faktoi, které ovliauji
hematopoetickou diferenciaci, a aktivace signalntlah es tyrozine kinazovy
receptor (Doepfner et al. 2007). Opakujici se clumsmwmalni translokace jsou
charakteristickym znakem lidské leukémie (Kellyakt2002). Chromosomalni aberace
se vyskytuji asi u poloviny vSechtipadi AML (Hiddemann et al. 2005). Velké usili
bylo v&novano pochopeni molekularni patogeneze AML (Doepfat al. 2007).
Objasreni struktury a funkce leukogennich gefakoZ i analyza jejich vyskytu u AML,
vedly ke vzniku ,two-hit* modelu patogeneze AML. dte tohoto modelu se AML
vyviji v disledku soutzného vzniku dvou tyjp genetickych zrn (mutace genu nebo
piestavba) (Doepfner et al. 2007, Steffen et al. 2D0Somatické mutace jsoétginou
ndhodné chromosomalni 2ny, nefastji se u AML vyskytuji chromosomalni
balancované translokace, jejichz vysledkem je fatdnd chimérickych protein Tyto
mutace ale nejsou dost&meu gFicinou pro vznik AML. Zatimco mutace lritly
umozuji proliferaci a/nebo i@zivani hematopoetickych progenitomutace Il. tidy
vedou k poskozeni hematopoetické diferenciace (Deepet al. 2007, Steffen et al.
2005, ). ZvySena proliferace a&eiiti leukemickych blagt(mutace . idy) mizZze byt
piicinou zneny v RTK signalizénich cestach. V této souvislosti bylo prokazano, Ze
mutace v FMS - like thyrosin kinase 3 (FIt3), c-KitRas jsou u AML velic&asté
(Doepfner et al. 2007, Hiddemann et. al. 2005jedPoklada se, Ze Kk poruse
diferenciace blagtu AML dochazi prosednictvim znény v transkrigich faktorech
(mutace II. tidy), které jsou nezbytné pro myeloidni diferencidc/to transkrigni

faktory se u AML stavajicasto tetem translokace, ktera vede ke vzniku fuznich
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proteini, jako jsou nap AML1/ETO, CBF/SMMHC, PML-RAR nebo MML fazni
proteiny (Doepfner et al. 2007, Hiddemann et. @03 Tenen D. 2003). Je zajimavé, ze
v klonalnich hematologickych onemagrich u @ti s Downovym syndromem imeme
bézre nalézt mutace v kédujicim transkiipm faktoru GATA-1 (Doepfner et al. 2007).
GATA-1 je rozhodujici transkrimi faktor pro normalni vyvoj erytroidnich a
megakaryocytarnich linii, absence GATA-1 podporugkumulaci nezralych
megakaryocyt, tzn. vznik AML M7 (Magalhaes et al. 2006). GATA+hutace se
vyskytuje témdt u vSech fipadi Downova syndromu s myeloproliferativnim
onemocgnim. Toto zjis¢ni naznauje, Ze deregulace GATA-1 je zé&kladnim krokem
k vyvoji AML u pacienti s Downovym syndromem.ifha souvislost mezi trizomii 21.
chromozomu a X-vazanym transkiipm faktorem GATA-1 nebyla dosud nalezena
(Gurbuxani et al. 2004).

Role proteird tepelného Skolu v patogenezi leukémie je popsdditole 1.8.
1.3. Incidence akutni myeloidni leukémie

V Ceské republice nastala incidence leukémii od roku 1977 az do rokd420
od tohoto roku incidence nerostla. NejvysSi incaebyla v letech 2003 az 2004, kdy
na 100 000 obyvatelfipadalo 12 pacieidttrpicich leukémii. V letech 2004 az 2007
doSlo k mirnému poklesu incidence, a az do rokw Z¥vyskyt onemoeni nezvysil.
Mortalita rostla od roku 1977 az do roku 2000. N8gi mortalita byla v roce 2000, kdy
na 100 000 osobipadalo 8 pipadi umrti na leukémie. Mortalita aZz do roku 200&lan
setrvaly stav a pohybovala se okolo 6 az 8 UmrtL@@&000 osob kmé. Globalr je
incidence i mortalit&as€jSi u muz nez u Zen, musime ale vzit v potaz typ leukémie,
vék a pohlavi pacienta. Vyskyt i mortalita se zvySage45. roku. Vrchol incidence a
mortality je okolo 75. az 79. roku, kdy se toto mereni vyskytuje az u 14% osob a
amrtnost je az 16% (DuSek et al. 2007). AML 1iv80% vSech akutnich leukémii
dosglych, akutni lymfatické leukémie tviozbytek 20%. Incidence AML v Evrége 2-

4 piipady na 100 000 obyvatel. Incidence se zvySujgt@gpajicim ¥kem, ve skupié
nad 65 let je incidence 15 az 17 osob na 100 09@abél (Adam et al. 2008).
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1.4. Rizikové faktory vzniku akutni myeloidni leukée

Etiologie akutnich myeloidnich leukémii je multifakialni. Fesna picina
vzniku leukémii #stdva u pevazné wtSiny pacieni nezodpo¥zenou otazkou.
Vyzkumné prace odhalilygkteré faktory, které se spolupodileji na vznikunjettivych
typt leukémii. ZvySené riziko vniku AML je spojeno &kterymi hereditarnimi
chorobami, jejichZ projevem je vySsi fragilita chmatinu. Jedna se o Fanconiho anémii,
Kosmariiv syndrom, Wiskottv—Aldrichuv syndrom nebo ataxia teleangiectasia, ktera
je spojena fedevSim se vznikem akutni lymfocytarni leukémiel l(A Také Dowriiv
syndrom (trizomie 21. chromozomu) je spojen s vyig€idenci akutni myeloidni
leukémie, ovSem v tomtatipadt neplati, Ze se incidence zvySujeékem, ale nejvyssi
riziko vzniku AML je do 30. roku Zivota, potom irm@nce klesd na uroierizika
v ostatni populaci. Ve vlastni patofyziologii vzaikAML maji zasadni vyznam
genetické zrny, predevsim Bkteré chromosomalnirestavby. Urady nemocnych jsou
prokazatelné translokace. \isledku translokaci vznikaji v oblasti zl@nfizni geny,
jejichz sowasti jsoucasto geny pro transkipi faktory. Dasledkem takto zgnénych
transkrignich faktofi je deregulace vyvoje kmenové krvetvornéibbu Vznik AML
muze indukovat také ionizujici #ni. Je prawpodobré nejznamdjSim rizikovym
faktorem pro vznik AML. latrogenni expozice myebditkym chemoterapeutickym
agens jako jsou nap cyklofosfamidy, chlorambucil, melfalan, treosuif a zejména
alkylaénim ¢inidlam zvySuje relativni riziko vzniku AML s latenci 448t od podani.
Blokatory topoizomerdzy Il maji potencial indukovakutni myeloidni leukémii
v krat§im intervalu 1-3 roky od jejich podani (Adahal. 2008, Smith et al. 2004,
Stewart et al. 2003, Mayer et al. 2002).

1.5. Diagnostika akutnich myeloidnich leukémii

Diagn6zu AML lze stanovit pouze na zalkdasbuboru vySéeni, kam musime
zahrnout: Kklinicky nélez, histologické a cytologickvySeteni kostni &erg
cytochemickymi metodami. Pro stanoveni konkrétniyjou AML musi byt pouZity
specifické imunologické a molekul&r genetické metody (Adam et al. 2008, Mayer et
al. 2002).

1.5.1. Klinicky obraz

Klinické priznaky jsou pevazri zpisobeny nedostatkem futrkich krvinek
v cirkulaci. Symptomy fitomné @i AML jsou typicky vysledkem zvySeni ptu
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leukemickych bugk, jejich efektem na funkci kostnifeht a jejich infiltraci dalSich

tk&dni (Smith et al. 2004). Stav nemocného se vejyatile zhorSuje. #znaky nemoci

Ize charakterizovat nasledayun

1.

Malatnost, Unava, pocit ¥grpani, bledost sliznic, dlani, nehtovydlidk i celé
kuze, (anémie), wady starSich nemocnych se anemicky syndrom manijgest
typickymi ischemickymi bolestmi na hrudi.

Zvysenacetnost infekci, velice&asto bakterialniho nebo pisvého mivodu,
které mivajicasto velmi agresivni pb¢h, typické jsou z&kty v oblasti hornich
cest dychacich, stomatitidy a zavazné anginy, ktedostatené reaguji na
antibiotika, nebo je defektni nespecifickd imunita.

Nekdy mohou byt fitomné horéky nebo zvySené teploty bez prokazatelné
infekce. Horeéky se vyskytuji u 15-20% pacient

Projevy hemoragické diatézy (trombocytopénie), tepes, krvaceni z dasni,
metroragie, petechie, ekchymadzy.

Hyperplazie dasni, kozni infiltraty &pnaky z poskozeni CNS, které vychazeji
Z monocytarnfady.

Projevy leukostazy. Asi 10% paciéns AML ma v dol stanoveni diagnézy
pocet leukocyl nad 100 x 1Y, tito pacienti jsou ve zvy$ené taiohroZeni
postizenim CNS (az 15% da#ych), leukostdzou a naslednym tumor lysis
syndromem po zahdjeni ¢lgy. Leukemicka infiltrace CNS se daptji
manifestuje jako leptomeningealni choroba s boledtlavy. Leukostdza se
muze projevit duSnosti, bolestmi na hrudniku, boléstitavy, alteracemi
mentalniho stavu, parézami kranialnich eapriapizmem. Leukostaza a tumor
lysis syndrom pédt mezi onkologické akutni situace vyzadujici inignkzlécbu.
Mén¢ ¢asto AML provazi lymfadenopatie, organomegalie.ivigEné muze byt
zjevna hyperplazie gingiv. Splenomegalie je typigké chronickou leukémii,
muze byt ale fitomna i u akutni myelomonocytarni leukémie (AML Mdy i

u AML M4 a M5) (Adam et al. 2008, et al. 2004),

Kromé¢ vSech &chto uvedenych znéknemusi byt v objektivnim nélezu zZadna dalsi

patologie. Poddeni vyplyvajici z vySe uvedeného klinického obrgzmozné potvrdit

laboratornim vyséenim periferniho krevniho obrazu s mikroskopickydmacenym

diferencialnim krevnim rozgtem. Podezeni na AML se zvySi pokud je snizenypb

nejen erytrocylt, ale i dalSich krvinek.. Pokud je suspektni anarareediagnéza AML
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neni zejma z periferniho krevniho obrazu, definitivnighiézu nemaoci i jeji progn6zu
zjistime cytologickym vySéenim kostni terg, kde i AML nalezneme > 20% blast
v kostni deni (Adam et al. 2008).

1.5.2. Cytologické, cytochemické a histologickéet§gni kostni gené

Tyto metody jsou postugmrekonavany mnohem sofistikowgsimi metodami,
jako jsou metody molekuld¥n — genetické a imunologické. Nicmgnv bézné
laboratorni praxi se tyto metody pouzivaji vzhledeminimalni narénosti nacas a
financni zatiZzeni laborata VySeteni, které finese podazni nebo odhaleni akutni
myeloidni leukémie, je &Sinou mikroskopické vySani diferencialniho krevniho
obrazu periferni krve. Proto jsou tato vygeif nezbytnou sa@dsti laboratti klinické
hematologie. K poziSi specifikaci dané leukémie se pouZivaji pramnetody
molekularré — genetické a imunologické.

Cytologické hodnoceni myelogramu (aspiratu kostidng) pati k béznym
diagnostickym metodam u pacienta s pddeim na AML (Dohner et al. 2010). Nét
kostni dere stejré jako natry periferni krve se zhotovuji na podlozni gkb a po
zaschnuti se fixuji metanolemfi{jpadré jinym alkoholem), nasle@njsou obarveny
podle standardniho opé€rdho postupu dané labor&o nefastji barvami
May — Grinwald a Giemsa — Romanowski, ale lze pouaiVright-Giemsa, ke
spravnému zhodnoceni myelogramu jeiploa alespp 5 zddilych nagra kostni derg.

V sowasnych doportenich se uvadi, Ze by seglm pctitat nejmer 200 leukocyi

v perifernim krevnim obrazefipndznaku pitomnosti blast a pro spravné zhodnoceni
myelogramu by se &p pcitat nejmér 500 burtk. Pro spléni diagndzy by rélo byt

v kostni deni nad 20% blagt(Dohner et al. 2010, Adam et al. 2008, Haferlachle
2005). Cytochemické metody jsou postépmahrazovany mnohem speciSi
mutiparametralni gitokovou cytometrii. Mezi cytochemické metody ipgbozitivni
prikaz myeloperoxidazy, pozitivita barveni na lipidydanovou cerni a pikaz
nespecifické esterdzy. U akutni erytroidni leukémimézeme detekovat vysokou
pozitivitu PAS (,periodik acid Schiff*) reakce (Ddkr et al. 2010, Haferlach et al.
2005, Mayer et al. 2002, Burnett et al. 1998).

Histologické vySeeni vzorku ziskaného trepamé biopsii dené na rozdil od
cytologického vySdéeni umoiuje posouzeni prostorovych vztala jejich zngn
u hematologickych onemoémi. Pro diagnostiku dkterych typi leukémii neni

provedeni tohoto typu vySehi nezbytné. Ma ale velky vyznam v klinicky
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definovanych situacich. r@devSim pokud aspifai biopsie sterna je nel§mna
v disledku ,punctio sicca“. Trepanobiopsie je prouda podobs jako sternalni

punkce. Provadi se z lopaty kostickini (D6hner et al. 2010, Mayer et al. 2002).
1.5.3. Imunofenotypizace AML

Imunofenotypizace AML se provadi pomoci multipar&ndlai piiitokové
cytometrie. Je zaloZena na detekci konkrétnich koath antigeft u blastické biiky
(Dohner et al. 2010, Swerdlow et al. 2008, Craigle2008). NejdlezitéjSimi antigeny,
které jsou typické pro myeloidni blasty, jsou CDCX33, CD117, a myeloperoxidaza
(MPO), dalSi antigeny jako CD11b a CD16 jsou nénitecné, protoze jejich exprese
se mize velmi liSit u jednotlivych AML, mohou se objewatva mizet v relapsu, proto
nejsou vhodnymi markery pro sledovani postupu néngbiguyen et al. 2007).
Neexistuje obecny konsensus pro ,.cut off* hodnotaurkeiti u AML. U vétSiny markei
je kritériem pro diagnézu AML vice nez 20% leukekyich blast, které exprimuji
konkrétni marker, ale u vybranych markerag. CD3, CD34, CD117, MPO je ,cut
off* hodnota 10% bukk exprimujicich konkrétni marker (Dohner et al. @p1
Imunofenotypizace by ale ne&ha byt pouzivana jako nahrada morfologického
hodnoceni. Doporiwje se kombinace obou metod. Imunofenotypizace tiblas
v kombinaci s cytologickym vySe&nim umo#uje velice pesnou diagnostiku
konkrétniho typu akutni myeloidni leukémie (Nguyen al. 2007). Konkrétni
imunofenotypy jednotlivych AML jsou popsany v Tabeé.1.

1.5.4. Cytogenetika

Konvertni cytogenetickd analyza je povinnd &st vyhodnoceni diagnozy
pacienta s podégnim na AML. Chromosomalni abnormality jsou 2zjist priblizné
u 55% dosplych s onemoactnim AML (Mrézek et al. 2004, Grimwade et al. 2001).
Do WHO klasifikace jsou zahrnuty AML gipomnymi genetickymi translokacemi,
n¢které z échto genetickych abnormalit jsou dostat pro diagnostiku AML, pokud je
splréna podminka, ze v periferni krvi nebo v kostnierd je gitomno > 20%
leukemickych blast Pokud neni dostatea cytogeneticka analyza, je mozné provest
molekularrg-cytogenetickou metodu FISH, kterou je mozné detakoprestavbu
(,rearrangement”) gan vznik faznich gef nebo ztraty chromosam(Dohner et al.
2010). WHO klasifikaci chromosoméalnich abnormaliANL muzZete najit v Tabulce
¢.2.

25



1.5.5. Molekularni genetika

Do metod molekularni genetiky pafPCR, PCR v realnériase, sekvenovani
nebo zjisEéni profilu genové exprese pomoci mikroRNA analyZyto metody nejsou
rutinné provadny v klinickych laborattich vzhledem k jejichcasové narénosti a
velkym finartnim néklad. Pati k vySetenim, kter4 jsou provéda za delem
charakterizace AML, &asného zji&ni relapsu a minimalni rezidualni choroby a
samozejm¢ maji velké uplaténi ve vyzkumnych laboratich (Haferlach et al. 2005).
Pro tyto metody se pouziva izolovana DNA nebo RN#dabrané Zivotaschopnérby
se uchovavaji zamrazené v tekutém dusiku. Jegtlibenozstvi materialu omezené, je
prioritou extrakce RNA, protoZze RNA je vhodna prolekularni ,screening” fuznich

geni a mutaci spojenych s leukémii (D6hner et al. 2010)
1.5.6 Ostatni metody

Chtla bych je& zminit par metod, které jsoutrguevsSim vyzkumného
charakteru. Maji ale velky vyznam v odhalovani natdmi vzniku AML, nebo
0 metody kzn¢ pouzivané, nicmeénjejich piinos pro hematologickou onkologii je

obrovsky.

.Genome-wide studies”

Nedavny pokrok vrozvoji genomickych technologii divek identifikaci novych
genetickych abnormalit a umiije vytvdit systematickou charakterizaci realného
genomu karcinoiin Zavedeni ,genom-wide studies u jednonukleotidavé
polymorfismu vedlo i k identifikaci nového mechanis, ktery se podili na vzniku
AML (Déhner et al. 2010).

~Biobanking*

V ramci Klinickych studii se dopotuje skladovani vzorkpacient. Jedna se o vzorky
kostni dené a krve nejiive ped l&bou pacienta, pozf v prubéhu I&by podle
¢asoveho planu, dale v obdobi pobé (obdobi kompletni remise &ipadre v relapsu),
a dokonce je zde zahrnuta i analyza zamdeDNA. Tyto vzorky by rdly umoznit
spektrum sou¥nych laboratornich studii (Doéhner et al. 2010).

26



1.6. L&ba akutnich myeloidni leukémii

Lécba zhoubnych nédbrje zpravidla komplexni. Zahrnuje chirurgické metod
radioterapii, protinadorovou chemoterapii, imunapér a hormonalni ku. Jetfada
malignich nadat, u nichz je chemoterapie dominantnidBnou metodou, protoZe jsou
vysoce chemosenzitvni. Tyto nadory pak Ize cherapieténgi Uplné odstranit. Mezi
tyto typy nadoh pati i leukémie (Mayer et al.2002).

Lécba AML je velice naréna. Neexistuje naprosto jednotny postupbiéu vSech
nemocnych. R lécb¢ se fihlizi samozejmé k prognostickym ukazatigin, k wku

pacienta a jeho fyzickému stavu a typu AML, ktepagient trpi.
1.6.1. Kurativni Ié¢ba AML u nemocnych od 18 do 60 let

Jakmile je stanovena diagnéza, je nutno rozhodoaytisobu I€by, a to zda
lécby s kurativnim cilem¢i jen s paliativnim zagrem. Kurativni I€ba AML ma 2
faze, a to indudni a postremisni fazi (Adam et al.2008). Inthiklé&ba ma za cil
navodit kompletni remisi onemoam a l&ba postremisni ma poté relapsu zabranit.
Postremisni terapie e obnaset tzv. konsolidaci remise, tzn. kokdwérhemoterapii
v béznych, nebo vysokych davkach, nebo vysokodavkoverapti s naslednym
podanim krvetvornych béh. Tim je I&ba nemocného ukdana. Sodasti postremisni
terapie nize byt i déle trvajici cytostatickd udrZovaci téeapmpravidla nizkymi
davkami (Mayer et al. 2002). Cilem induk faze I€by je navodit kompletni remisi
nemoci, to znamena zmensSit leukemickou populacpaed hranici morfologického
stanoveni a dosahnout regenerace fyziologické woviey a normalizace krevniho
obrazu (Adam et al. 2008). Indirk terapie dosgych od 18 do 60 letdku zahrnuje 3
dny podavani atracyklin mnozstvi je ufeno podle druhu preparatu, a 7 dni se podava
cytarabin. To je salasné standardni davkovani v indnkfazi l&by. S touto I1&bou Ize
dosahnout kompletni remise u 60 az 80% nemocnyoleke 18 az 60 let (D6hner et
al. 2010,Estey et al. 2006, Léwenberg et al. 2003). U pdgienladSich 60 let se
podavaji 1-2 cykly indukni terapie. V postremisni fazi dochazi kecenii zbytkové
nemoci (Adam et al. 2008). Intenzivni postremishérnoterapie davaétsi Sanci na
déletrvajici remisi. Tato zavislost ale bohuZetiptéeswdcive jen pro mladsSi nemocné.
Intenzivni chemoterapie ale neni jedinou moZngeki,provést intenzivni konsolidaci,
dalsi mozZnosti je vysokodavkovd chemoterapie <sdasl transplantaci
hemopoetickych kmenovych btkha’ uz autologni, nebo alogenni transplantaci (Mayer
et al. 2002).
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1.6.2. Transplantace krvetvornych kmenovych ldinako soufast postremisni terapie

Alogenni transplantace hematopoetickych kmenovyahelb jako postremisni
vysokodavkové chemoterapie a silnym efektem reak&eu proti leukémii (,graft
versus leukemia“ GvL). AvSak vyhody alogenni trdasface jsou omezeny umrtnosti,
ktera je vyvolana natmou |&bou tzv. ,treatment — related mortality“(TRM). Pro
jednotlivé klinické pipady je doporéeno vzit v Gvahu jak rizika onemagn, ktera
musi byt co nejlépe zhodnocena podle cytogeneta@lelimolekularé — genetického
vySeteni pacienta, tak jgdba vzit v potaz riziko spojené s transplanta&o je TRM
(Dohner et al. 2010). Alogenni transplantace $edmostd pouzivd u mladSich
nemocnych. Alogenni transplantace je potenéiahozny postup u paciantktei jsou
rezistentni uci chemoterapii nebo ip opakovanych hematologickych malignitach
(Shapira, et al. 2007). Autologni transplantaceekrgrnych kmenovych bgk je
povazovana za alternativni mozZnost postremisnpigera pacient s giznivymi az se
stredré rizikovymi vysledky cytogenetickych vygenhi. Vysledek po autologni
transplantaci je iinejmensim steg dobry jako po pouziti postremisni chemoterapie,
ale zatim nedoSlo k prokazani lepSiho efektu versgnoi s dalSimi moznostmidgy.
Autologni transplantace ovSsemiie mit vyhody u konkrétnich typAML (Whitman et
al. 2007). Alogenni transplantace skyta nepochytSi protinadorovy efekt nez
transplantace autologni, ale je také zatizena eelbatelnym procesem komplikaci,
navic jen mal&ast nemocnych ma vhodného HLA identického darcenilikaci po
alogenni transplantaci byva obé&arice(Mayer et al. 2002). N&gjsréjSi komplikace po
transplantaci je akutni reakce@ proti hostiteli (,graft versus host disease” @)H
Na této reakci se podili velké mnozstvi fakiomezi které pdt: HLA nesl&itelnost
mezi darcem a ffjemcem, inkompatibilita v ABO systému. Tyto dvaktfary jsou
v souwasnosti¢asténé odbourany pdivym vybérem darce, u autologni transplantace
tento problém odpada. Mezi dalgiginy, které mohou fispét ke vzniku GvHD, pat
vék darce a fijemce, svoji roli hraje i pohlavi, vysoké davkylatélniho ozdeni,
splenektomie, podani imunoglobulinexpozice herpes wim, Uplné vyhubeni svni
mikroflory a potransplantai transfize (Hahn et al. 2008). GvHD reakce jeigpbena
imunologickou reakci transplantatu proffijpmcovu organismu. Manifestace akutni
GvVHD je 1izna, nap. postiZzeni kZe od erytému az po exantém vedouci k deskvamacim

kuze, postizeni jater, které se projevuje hypertbimemii nebo elevaci enzym
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postizeni zaZivaciho traktu, které se projevujehawmstvim, zvracenim az velice
teZkymi prijmy. Chronicka GvHD mé projevy podobné autoimumtnchorobam.
Obecrk mohou byt komplikace Zigobené GvHD velice mirné, nevyzadujici Zadnou
terapii, ale mohou byt i velice zavazné rezistenthéi terapii ohrozujici Zivot
nemocného. GvHD reakce bywéasto spjata s GvL reakci, coz ma u alogenni
transplantace za nasledek méelaps leukémii nez po transplantacich autolognich.
Odstragni lymfocyth z transplantatu tzv. deplece T-lymfotyina za néasledek sice
eliminaci GvHD, ale také zvySuje riziko selhani oealejekce &fpu a repalsu AML.
DalSim potransplantaim komplikacim niZe gFispivat i sama povaha vysokodavkové
chemoterapie, podani davek na hranici netolerav@tebmatologické toxicity, odrézi,
Ze komplikace budodasté a mnohdy velice zavazné. Nez dojde k obkovetvorby

po transplantaci, uplynou cca 2 az 3 tydny. Po digiou je nemocny ohrozen zavaznymi
infekcemi i leukopénii a krvacenim fp trombocytopénii. Urychleni restituce
leukocyti Ize dosahnout podanintistovych leukocytarnich faktbr Vysokodavkova
chemoterapie postihuje vSechny rychle s#icd buiky, nejen biiky nadorove.
Nezanedbatelné je i riziko vzniku sekundarnich gmadia trvalé poruchy reprodékich

schopnosti (Mayer J et al. 2002).
1.6.3. Kurativni Ié¢ba AML u nemocnych nad 60 let

Lécba AML ve vysSSim ¥ku u pacient starSich 65 let ma velmi neuspokojivé
vysledky, za timto neusphem stoji dé mozné piciny. Fri¢inou ze strany vlastniho
onemocgni jsou specifické vlastnosti leukemickych BlrstarSich nemocnych. Tyto
bunky vykazuji WtSi Iékovou rezistenci a odpovida tomu i fiepivy cytogeneticky
nalez. Ricinou ze strany nemocnych je pak snizenad hematdégezerva butk kostni
dierg a polymorbidita (Adam et al. 2008). Prognéza AML wavdépodobré zhorSuje
kazdym rokem s rostoucinekem nemocného. Vysokyek paciend by presto nenil
byt divodem odefeni intenzivni terapie. Studie naZog, Ze remise onemoéni
zpisobend indukni terapii umozniémto nemocnym zlepSeni kvality Zivota a delSi
pieziti nez pouze podma p€e (Dohner et al. 2010). Nicmé&ml €chto nemocnych je
dulezité pelivé analyzovat veSkeré prognostické (daje, které kiefjie
pravdpodobnost dosazenickbné odpodi a pravédpodobnost umrti nemocného na
nezadouci &inky l&cby. B nepriznivé progndze je dopotana pouze kba paliativni
(Adam et al. 2008).
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Soutasti jakékoli 1éby AML je i podpirna l&ba, jejim @elem je zabrami
vzniku infelkénich onemoc#ni v obdobi, kdy ma pacient neutropénii. Komplikace
vzniklé naslednou infekci mohou mit pro nemocnéhtastrofalni dsledky. Mohou
zpasobit rejekci transplantatu, nebo az umrti pacientiisledku banalni infelni
choroby (Dohner et al. 2010, Adam et al. 2008, Mayel.2002).

1.7. Definice a charakteristika proteinh tepelného Soku neboli ,heat shock
proteins” (Hsp)

Proteiny tepelného Soku (nebo také stresové prgteiyly poprvé objeveny ve
slinnych ZlazdchDrosophily Melanogastern roce 1962 jako velice konzervované
proteiny, jejichz exprese je indukovanzmymi druhy stresu (Ritossa, 1962; Jaattela,
1995; Garrido, 1998). Hsp jsotifmmny u eurakyotni i prokaryotnich organisin hraji
zakladni dlohu jako molekularni chaperony tim, Zgwomahaji spravnému sbaleni
(,folding”) wvznikajicich nebo stresem akumulovanyabzbalenych (,misfolded®)
proteimi a zabréuji tak jejich agregaci. Hsp maji dvoji funkci zsleu na jejich
lokalizaci, ktera mize byt bd’ intracelularni, nebo extracelularni. Intraceluiarsp
maji hlavré cytoprotektivni funkci. Membranev vazané Hsp zprastdkovavaji
imunitni funkce. (Schmitt, 2007). S&vHsp byly klasifikovany do &i rodin, na
zaklad jejich molekularni velikosti: Hsp110, Hsp90, Hsp7/@sp60 a malé Hsp
(Jaattela, 1995; Ciocca et al. 2005).

1.7.1. Klasifikace protein tepelného Soku (Hsp)
Hsp110 superrodina

Rodina Hspl110 se vyskytuje vyhradn eukaryotnich organisina evoliné
souvisi s Hsp70 superrodinou (Easton et al., 200@hpll0 rodina je nejlépe
charakterizovana u savdmysi, Kecka a lidi) (Yagita et al. 1999, Nonoguchi et al.
1999). Tyto proteiny se nachazi jak vi@gdtak v cytoplaziburek. Jsou koregulovany
stejré jako dalSi vyznamné skupiny Hsp proteisouborem specifickych podminek,
které zahrnuji stres, hypertermii, ethanol, okidaradikaly, zast a névrat z anoxie
(nag. reperfuzni zrami) (Black et al. 1991). U eukaryotnich organismusi Hsp110
vykonavat Zivots dulezité funkce, a to nezavisle na Hsp70. Tentarzlyl winén na
zaklad ,knock out* studie Hsp110 u kvasinek abwosophilly Melanogasteru obou
druhi byl ,knock out letalni (Trott et al. 2005). Jakeden z nejhoj&Sich Hsp

proteini v sawich burécnych linii a tkani je Hsp110 snadno detekovatepigstoze
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jeho exprese je velice signifikantni. Konstitutieiprese je nejnizsi v sitldm svalu a
v kosternich svalech, jeho nejvySSi exprese jerggh a mozku. Konkrétnu savé
mozeek exprimuje malo Hsp110, zatimco exprese V jinggbtech mozku je velmi
vysoka (Hylander et al. 2000, Calderwood and Atessi. 2007).

Hsp90 superrodina

Prokaryotni biiky maji jen jeden neesencialni Hsp90 protein, &tpG, na
rozdil od eukaryotnich bgk, které maji vice Hsp90 proté&inProminentnic¢lenové
HSP90 superrodiny jsou Hsp9@ Hsp9(, jedna se o cytosolické izoformy Hsp90, tyto
dvé izoformy jsou nezbytné pro Zivotaschopnost eukizckgch burtk (Sreedhar,
2004), (Schmitt, 2007). Hsp90 je evatd konzervovany molekularni chaperon, ktery
se podili na skladani, stabilizaci, aktivaci a madntkonkrétnich protein tzv.
klientskych proteifi (,client proteins®) (Pearl, 2008; Pratt, 2008). Aleyto tzv.
klientské proteiny p#t nag. kindzy, transkripni faktory, vice nez 200 signalnich
molekul a mnoho dalSich protéinkteré jsou zapojeny do Siroké Skaly biologickych
procesi za normalnich i stresovych podminek wbte (McCleallan 2007; Maloney
2007; Pratt, 2003). Hsp90 se také podili na vzailrogresi patologickych stavkam
lze zahrnout: ischémie a reperfuze, ikfek neurodegenerativni, a hlavmadorova
onemocgni (Whitesell, 2005; Yeati, 2008). Hsp90 se v tompifpact chova jako
skladajici kondenzator pro nestabilni genetick@awmdy, onkoproteiny a nadimé
exprimované proteiny(Whitesell, 2005; Cowen, 20¢%p90 je zvySehexprimovany
v lidskych leukemickych hikach. Diky vysoké expresi dochazi k inhibici apaptod
kterd je indukovana staurosporiny, dochazi taklkéani aktivaci kaspaz v cytosolu, a
tim k dlouhodobému ipzivani leukemickych béhk. Je uvadno, Zze Hsp90 inhibice
apoptozy je vysledkem negativniho efektu na fumymaf-1, protoZze Hsp90 vazéimo
Apaf-1, a tim znemailje jeho oligomerizaci a naslednou aktivaci prokas®
(Pandey, 2000). HSP90 uninge inhibici apoptdzy i dalSimi zigoby. Bylo prokazano,
Ze p53 je sila reprimovan po ozéni burk ultrafialovym sétlem, jehoz dsledkem je
pravdépodobré vysoka genova exprese Hsp9Zhang 2004). Cytoprotektivni funkce
Hsp90 ale nemusi byt vzdy fyziologicka, zvySenarese provaziuzna nadorova
onemocgni a nadorové hiky diky vysoké expresi Hsp90 odolavaji apoptotickym
mechanismim a ve zvysSené rrd prezivaji. Hsp90 stefnjako Hsp60 a Hsp70 podléha
konformani zmeéné po navazani ATP, tato konforimd zmena je nezbytna pro

opétovné sbaleni (,refolding”) protein (Schmitt, 2007). Molekularni konzervovana
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struktura Hsp90 se sklada z: N-terminalni ATP-vagetiomény, gedni domény, ktera
obsahuje amfipatickou sriu, ktera je implikovdna v doménvazajici klientsky
protein a poslednéasti je C-terminalni doména, ktera je konstitutidimerizovana
(Csermely, 1998; Pearl, 2006). Struktura Hsp90 rkk&nim znazomrnim N-
terminalni vazebné domény ve dvou konfokniah stavech je znazamma na Obrazku
¢.1ac.2.

Obrazelke.1
Struktura Hsp90 — ot#éena konformace bez navazaného ATP, vpravo je detail

struktura N - terminalni koncové domény bez navahamATP.

Zdroj: Hessling et al. 2009; Ji-Sook Hahn, 2009

Obrazeks.2

Dimerni struktura Hsp90 — uzi@na konformace s navazanym ATP, vpravo je detailni
struktura N - terminalni koncové domény s navazalyfR a s katalyticky dlezitym
zbytkem R380

Zdroj: Hessling et al. 2009; Ji-Sook Hahn, 2009
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Hsp70 superrodina

Hsp70 superrodina je nejlépe prostudovanou a rekdnzervovanou skupinou
Hsp. Lidské biiky obsahuji gkolik ¢lend Hsp70 superrodiny. V s¢asnosti existuje 8
homolognich chaperonovych protéjrkteré nizeme rozdit na stresem indukované
Hsp70, na konstantrexprimované Hsp70, mitochondriaini Hsp75 a na Gqpoteiny,
které jsou lokalizované v endoplazmatickém retik{ihaugaard et al., 2005; Volloch,
1999; Jaattela, 1999). Za normalnich podminek rhigjp70 proteiny funkci jako
ATP-dependentni molekularni chaperony, které gsistladani no¥ syntetizovanych
polypeptidi, vzniku multiproteinovych kompléxa transportu proteinpres bugc¢nou
membranu. Paletaiznych stimul véetné protinddorové l&by spousti syntézu stresem
indukovanych Hsp70, coz zvySuje schopnostekpitezit podngty, které by mohly byt
pro buiku smrtelné (Schmitt, 2003). Hsp70 proteiny jsoysiiv&]Si anti-apoptotické
proteiny, blokuji apoptézu naiznych urovnich: snizuji nebo blokuji aktivaci kazspa
potladuji mitochondrialni poskozeni a fragmentaci jadBuzzard, 1998). Hsp70 je
prokazany negativni regulator mitochondrialni cestitivujici apoptdzu, blokuje
apoptézu #kolika mechanismy: v premitochondrialni fazi je iinbe zpisobena
stresem indukovanou signalizaci, v mitochondrid&di brani Hsp70 permeabilizaci
mitochondrialni membrany, a to blokadou Bax trakate. Na postmitochondrialni
arovni Hsp70 interaguje sAIF a Apaf-1 (Schmitt, 0ZD V normalnich
netransformovanych lilkach je exprese intracelularnich Hsp70 velice nizké&ak
ukazalo se, Zze Hsp70 hraji aktivni roli v onkoganamsformaci a jsou hajrnvyjadieny
ve WtSiné nadorovych buk (Volloch, 1999). VSechny Hsp70 proteiny sdildégjsou
celkovou molekularni strukturu. Jsou slozené zmhiealni ATPazové oblasti o
45 kDa, substrat-vazebné domény (SBD) o hmotndstka a C-terminalni domeény
piiblizné o hmotnosti 10 kDa, ktera se podili na vakbchaperof a pravédpodobré
ma i dalSi funkce (Mayer et al.1998).

Hsp 60 superrodina tzv. chaperoniny

Hsp60 rodina chaperdnznamych téz jako tzv. chaperoniny (,chaperonins®)
(cnp60), ma jedingmou schopnost skladatkieré proteiny, které nelze slozit pomoci
jednodussiho systému chapetrombokazi formovat oligomerni proteinové komplexy
prstencoveho tvaru s velkou centralni dutinou,2/s@ nemohou vazat nativni bilkoviny
(Bukau et al. 1998). Hsp60 se vyskytuji ve dvougkoghinach, které maji podobnou

strukturu. Podskuping.l, zndmou jako Hsp60, ideme najit pouze u bakterii nebo
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v organelach endosymbiotickéhd@vedu, jako jsou mitochondrie nebo chloroplasty.
Podskupin&:.ll existuje u organisiin Archea a v cytosolu eukaryotickych kn Ok
skupiny maji podobnou zakladni strukturu, ktersskidda zeif domeén: ekvatorialni
ATP - vazebné domény, apikalni domény a centralinéghy, ktera umaije

komunikaci mezi ekvatorialni a apikalni doménoun(kat al. 1994).
Rodina malych Hsp ,small Hsp“

Tzv. ,malé proteiny tepelného Soku“ jetznoroda skupina stresem
indukovanych proteiin charakteristicka minimalni molekulovou hmotndgi— 30 kDa
a vysoce konzervovanou oblastiibfizné o 90 aminokyselinovych zbytcich v C —
terminalni domé# (Jong et al. 1993). Do této skupiny ipatva Hsp proteiny Hsp27 a
Hsp30, které byly poprvé charakterizovany v orgamigoeciliopsis LucidgNorris et
al. 1997). Hsp30 festo, Zze ma stejnou homologni sekvenci s Hsp27y dike
nedostaténé fosforylaci nemé schopnosti molekularniho chaqpema rozdil od hsp27.
Je mozné, ze Poeciliopsis Lucidanaji tyto dva Hsp komplementéarni role, vzhledem
k multifunkéni roli Hsp27 u savic u kterych se Hsp30 nenachéazi (Calderwood and
Atassi, et al. 2007). Hsp27 ma krérshodné homologni sekvence s Hsp30 odlisné
biochemické vlastnosti, jako je oligomerizace afdogace. Hsp27 rize vytv&et
oligomery aZz o hmotnosti 1000 kDa. Oligomerizacedymamicky proces zavisly na
fosforylainim stavu proteiin, které jsou vystaveny stresu (Schmitt et al.2@¥afrrido et
al. 2002). Hsp27 fosforylace je reverzibilni prodestalyzovany MAPKAP 2 a 3
kinazou jako odpasd’ na fizna agens: mitogeny, z#livé cytokiny nap. TNFa, IL-18,
n¢ktera protinddorova agens, peroxid vodiku a dad&lamty (Casado et al. 2007, Vertii
2006, Dorion et al. 2002). Hsp27 je ATP — indepemdiechaperon, jeho hlavni funkce
spaiiva v ochran burgk pred agregaci protein(Ehrnsperger et al., 1997). ZvySena
exprese Hsp27 chrani fku pred apoptotickou buinou smrti, kterd rze byt
vyvolana fiznymi podrty, jako je: hypertermie, oxidai stres, Staurosporin, ligace
Fas/Apol/CD95 receptoru smrti a cytotoxické latBghmitt et al.2007, Mehlen et al.
1996).

Funkce Hsp proteinovliviu;ji jejich kochaperony (,Co-chaperons®). Kochapsromaji
razné funkce. Maji vliv na vygnu nukleotid: ( tzn. funguji jako ,nukleotide exchange
factors") a mohou usnadvat, nebo naopak znemm¥at vazbu ATP a hydrolyzu. Rat
sem kochaperony: GrpE, BAG-1, HspBP1. Dalsi furkaihaperofi je, Ze umo#uji
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interakce mezi molekularnimi chaperony a jinymitpinay tj. kochaperony Hop, CHIP.
Umoziuji interakci substratu s primarnim chaperonemhhkperon Hsp40 (Calderwood
and Atassi et al. 2007).

1.7.2 Extracelularr lokalizované proteiny tepelného Soku (Hsp)

Bylo zjisttno, Ze Hsp mohou byt uvainy do extracelularniho prdastdi. Toto
zjisteni vyvrétilo tvrzeni, Ze Hsp jsou vyioé intracelularg lokalizované proteiny.
Z toho vyplyva, Ze kromintracelulars lokalizovanych Hsp protein viz vySe, existuji
jes€ membranov vazané a extracelularni Hsp proteiny uvak z buiky. Krome
ochrannych roli v cytosolu maji Hsp proteiny¢khou roli ve stimulaci imunitniho
systému, pokud jsou tedy Ilokalizovany v extracehild prostoru nebo na
cyplazmatické membr&n U c¢lovéka pitomnost Hsp protein v séru souvisi se
stresovymi podminkami, do kterychu#eme zahrnout i z&h bakterialniho nebo
virového pivodu (Barreto et al. 2003). ¢koli imunologicka role extracelularnich a
membranov¥ vazanych Hsp protein je Z'ejma, mechanismus transportu Hsp na
cytoplazmatickou membranu, jejich membranové ukuteeexport do extracelularniho
prostoru astava neobjasmy. Jednim z mechanisnexportu Hsp do média je nekrdza
(Saito et al. 2005). Cytosolové Hsp neobsahuji kétmk peptidy umaiujici
membranovou lokalizaci, nicménejich hlavnim Ukolem je transport jinych protéin
pies cytoplazmatickou membranu (Arispe et al. 20B4)jomnost extracelularnich Hsp
v séru byla odhalena wznych vyzkumnych pracich nezavisle na &oW in vitro
kulturach antigen prezentujicich BUn(APC) byli v médiu detekovariienové Hsp70 a
Hsp90 rodin (Barreto et al. 2003). Imunologickéerblsp proteit zahrnuji schopnost
nosce peptidovych funkci, dale konkrétni Hsp proteingjintzv. cytokin indukujici
efekt a konén¢ Hsp stimuluji imunitni funkci NK butk (Schmitt et al. 2007). Hsp70 a
Hsp90 byly identifikovany jako kibvé regulatory hostitelského imunitniho systému.
Bylo prokazano, Ze hraji velmi vyznamnou roli vgeeu ,cross-prezentation*
nadoro¥ odvozenych nebo jinych antigennich peptiBinder et al. 2004, Habich et al.
2002). Extracelularni Hsp v komplexu s peptidy mzgpava imunitni systém jako tzv.
signaly nebezpe. Hsp - antigen komplexy jsou sekundamznikajici struktury,
rozpoznavané APC a jsou ittert prezentovany (,cross prezenting®) ikam
adaptivniho imunitniho systému cytotoxickym T-lyroytaim. Hsp — antigen komplexy
se mohou vazat na Toll - like receptory (TLR) a wmwhak indukovat vyzravani

dendritickych bugk (profesionalni APC ). Je ale také jmita zminit, Ze Hsp — antigen
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komplexy se mohou vazat na Hsp receptory, jako jsoaptory: CD91, LOX-1, SR-A
na dendritickych biikach, poté nasleduje endocyt6za. Hsp — antigen lexygsou
prezentovany na molekulach MHC Ifidy cytotoxickym T-lymfocyim CDS'.
Hsp — antigen komplexy jsou schopné vyvolat jakzer®, tak adaptivni imunitni
mechanismy. Tento proces je znazorma Obrazki. 3.(Calderwood and Sherman et
al. 2007).

Obrazeke.3
Hsp a vrozené a adaptivni imunitni mechanismy
Zdroj: Yasuaki et al., editors Calderwood and Starmet al. 2007
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Hsp uvolnéné do extracelularniho prostoru

Souwasné studie vyvratily gwodni model, Ze Hsp jsou vyhradimtracelularni
proteiny a jejich pestup do intracelularniho prostoru séjed pouze na zaklad
rozsahlého poskozeni fiky. Nyni je znamo, Zze Hsp proteiny (Hsp27, Hsp68pHD,
Hsp90, Hspl10), Grp proteiny a calretikulin (hlawtiaperon v endoplazmatickém
retikulu) mohou byt uvokny z tiznych bugénych typi, akoli tyto buiky jsou zcela
Zivotaschopné. Zauenych podminek mohou interagovat s okolniminkami a
v nékterych gipadech mohouipstoupit do krevnihéeciste (Calderwood and Atassi. et
al. 2007, Hightower at al. 1989). Bylo prokazane,pacienti s onemoénim ledvin,

hypertenzi a ateroskler6zou maji trvale zvySenéalbézhodnoty extracelularnich
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stresem

v negitomnosti klinického onemoéni se niize zvySit koncentrace extracelularniho

stresem indukovaného Hsp70 v krvi, a to po expaakeitni fyzické a/nebo psychickée

zatze. (Bausero et al., 2005).

Hsp membranow vazané

Mnoho receptar na cytoplazmatické membr&nma vlastnosti Hsp. Hsp

receptory Ize roziit do ¢tyt rodin viz Tabulkas. 3.

Tabulkac. 3

indukovanych Hsp70 v porovnani se zdrav§lovékem. Nicmeég

Hsp receptory (membran®vazané Hsp) a jejich non-Hsp a Hsp ligandy
Zdroj: Multhoff et al. 1996, editor: Gaestel et 2006

Typ Receptoru | Non-Hsp ligandy | Hsp ligandy | Funkce
Toll like
TLR-2 (APC) HMGB-1, LPS Hsp60,Hsp70, gp96 endocytéza
TLR-4 (APC) LPS chaperon
CD14 (APC) LPS signalizace
TNF rodina
CD40 mykobakterialni Hsp70 signalizace
Hsp70 endocytéza
Scavenger
Hsp70, gp96,
CD91 (APC) a2-makroglobulin calretikulin endocytéza
LOX-1 (APC) LDL Hsp70 endocytéza
CD36 (APC) kolagen gp96 signalizace
trombospodin,
SR-A (EC) fucoidin, LPS gp96, calretikulin tvorba vazby

C-type lectin

CD94/NKG2C/A (NK)

HLA-E/HLA-A, B, C,
peptidy

Aktivace / inhibice

CD94/NKG2A (NK)

HLA E/ HSP60,
peptidy

vychytavani,
aktivace
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1.8. Role proteir tepelného Soku v tumorogenezi

Hsp se podili na mnoha udéalostech spojenych seketminadol, a to od
samého z&tku karcinogeneze (Calderwood and Atassi et a).7R0Exprese Hsp je
zvySena u velkého mnozstvi karcinbmizné morfologie, tato vysoka koncentrace Hsp
ma signifikantni roli pi vzniku nadorovych busk (Nylandsted et al. 2000, Veer et al.
2002, Ciocca et al. 2005, Rohde et al. 2005). Nahar@ismus fisobeni Hsp
v onkogenezi maji vliv &které etiologické faktory &etné onkogennich vi,
hereditarnich a non-hereditarnich  alteraci v nadmio supresorech nebo
onkoproteinech, hypermethylace, ragigno oz&éeni a karcinogennich latek. Vliv
etiologickych agens ukazuje Tabulka4. VSechny faktory mohou by¥iginou zneény
funkci Hsp, jejichz dsledky se projevi v buiné proliferaci a diferenciaci, ve vzniku
zaretu, apoptoze, opr&DNA, angiogenezi, v metastatickém procesu, |ekeéstenci
nadofi a v imunitni odpo&di hostitelského organismu (Calderwood and Sheretad.
2007). Krong role molekularnich chaperdnjsou Hsp kitové proteiny v regulaci
buné¢ného metabolismu. Tuto bé&tnou regulaci zprostdkovavaji hlavé Hsp70 a
Hsp90 molekularni chaperony, z nichz kazdy sézemstabilg@ vazat na e&kolik
regulanich molekul. Hsp90 ma hlavni roli v mitogenezi pragresi bu&ného cyklu.
Hsp70 je &sns spjat s ochranou kiky pied programovanou bgénou smrti (Pratt et al.
2003).

1.8.1. Role Hsp90 v tumorogenezi

Hsp90 je nezbytny pro stabilizacitdhkych struktur mnoha recepior
proteinkinaz a transkrémich faktofi, které se podileji na signalizaci, kterd vedéstu
normalni zdravé hiky (Neckers et al. 2003). Hsp90 iVos €mito molekulami
komplexy a funguje jako jejich regulator (Cioccaatt 2005). Hsp90 je nutny pro
udrzeni signalnich molekul v aktivni konformaci,eté& je velice rychle vyvolana
rastovym faktorem (Pratt et al. 2003; Neckers e2@03). V disledku toho miZzeme na
Hsp90 nahliZzet jako na zpréstikovatele rychlé a plynulé odpai na extracelularni
signaly, které jsou vyZzadovany zejménia qwzvoji a obno¢ burgk (Neckers et al.
2003; Pratt et al., 2004). B&na transformace vznika na podidadysoké exprese
nebo mutace Hsp90 dependentnich signalnich molekigdié zprosedkovavaji
autonomni st karcinomu a Hsp90 je nezbytny pro udrZzénhto proteird v aktivnim
stavu (konformaci) (Neckers at al. 2003). Hsp9bitraje konformace mutovanych

proteini, které vznikaji v pibéhu transformace, jako jsou v —Src, BCL-Abl a p53
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(Kamal et al. 2003, Nimmapalli et al. 2001). HsgéQzvySe® exprimovan u naddr
prsu, karcinomu plic, leukémie a Hodgkinovy choroly karcinomu prsu vysoka
exprese Hsp90 stgjnjako Hsp70 koreluje s velice Spatnou prognézounmmweni
(Ghobrial et al.2005, Yano et al. 1996).

1.8.2. Role Hsp70 a Hsp27 v tumorogenezi

Narozdil od Hsp90 proteiny Hsp70 a Hsp27 nejsou iaweqy proliferace.
Nicmére jsou zvySené u uenych tym lidskych nadak a zprostedkovavaji
tumorogenezi alternativnimi mechanismy, kamiipathibice programované bagné
smrti a senescence (coz jsou dva zakladni rysyraoagch burk). Hsp jsou silné
inhibitory stresem indukované bimé smrti a navozuji zcela rezistentni stavikyu
vaci bunééné smrti (Gerner et al. 1975). Hsp proteiny madily vyznam pro feziti
velké casti lidskych nadorovych bgk. Inaktivace Hsp27 a zejména Hsp70 pratgin
vede ke spontanni aktivaci programovanéébné smrti, kterd neni pozorovana ve
tkanich normalniho gvodu. Existuji peswdcivé dikazy, ze zvySena exprese Hsp27 a
Hsp70 vede k inhibici apopt6zy dependentni na kaisga Gilezité cile Hsp27 a Hsp70
protein v inhibici této cesty jsou c-Jun kinazy, Apaf-ldakaspaza 8 (Beere, 2001).
Chce-li buika uniknout senescenci a mit schopnost neomezed#ééni, musi projit
.Krizovym okamzikem“, kdy se telomery chromozomuré&k natolik, aby bylo
zabragno dalSimu bugnému dleni. Tento krizovy bod se nazyva ,Hayflickova mez*
buitka ma pouze omezeny (& cleni a i dosazeni této mezégrhazi do senescence.
Exprese enzymu telomerazy, kterou vnima p53, jeatiiaa pro pechod krizovym
bodem nadorovych bék a umozgni jejich dalSiho neomezenéhastu (Campisi,
2005). Hsp proteiny a hlagnHsp90 jsou zasadni pro telomerazovou stabilitu
(Workman, 2004). Jeden z dalSich mechaifisghrany nadorovych bk pomoci Hsp
se dje na urovni jadra. Ve vzorcich pacigénktei byli I1é¢eni chemoterapii, dkteré
piezivajici buiky vykazovaly vysokou translokaci Hsp27 a hlavAsp70 do jadra
(Vargas-Roig et al. 1998). Imunoprecigita a ,co-lokalization studies” prokazaly, Ze
Hsp27 a Hsp70 se podileji na DNA regamiah funkcich hMLH1 a hMSH2
v lymfocytech periferni krve u paciénts nadorovym onemoénim i u zdravych
kontrol (Calderwood and Atassi et al. 2007, Ba2€9€5). Hsp70 a Hsp27 jsou vysoce
univerzalni cytoprotektivni proteiny, které pra&pddobrt maji zasadni vyznamfip
vzniku nadorovych buik, jimz umo#uji, aby se vyhnuly jak rychlé programované

bung¢né smrti, tak pomalé bgéné inaktivaci na zakladsenescence.
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Tabulkag. 4

Schématicka prezentace vztahu mezi onkogennim agdsp odposdi
Zdroj: Ciocca et al editors: Calderwood and Sheretaad. 2007

Etiologické agens

NORMALNI BUNKA

TRANSFORMOVANA BUNKA

Viry, Helicobacter pylori

Modulace Hsp odpovédi

Zmeény: v cytoskeletu, v
bunééné adhezi, diferenciaci,
iINOS expresi, usnadnéni
tvorby virovych proteint a
virového transportu,aktivace
zanétlivé signalizace a lepsi
bunécné prezivani

Zmeény v
antionkoproteinech a
onkoproteinech

HSF1/Hsp modulace
Hsp vazba

Stabilizace mutovanych a
poskozenych proteinu a jejich
néasledny"downstream" proteinu
dllezitych pro proliferaci,
potlaceni kontrolnich bodd v
bunééném cyklu, vznik
aneuploidie, lepsi bunécné
prezivani, modulace imunitniho
systému

Hypermetylace

Umlceni Hsp47
("silencing")

Zména regulace kolagenu,
lepsSi formovani krevnich cév a
metastazovani

Radiacni ozéreni,
dalSi karcinogenni latky

DNA poskozeni a Hsp
aktivace

RychlejSi DNA reparace,
ochrana
mutovanych/poSkozenych
proteind, lepSi signalizace pro
bunécénou proliferaci, zvySené
prezivani bunék, rozsahlé
metastazovani, modulace
imunitniho systému
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1.8.3. Hsp exprese v nddorovychrikéch

Za normalnich podminek maji tky konstitutivni expresi (hladiny) Hsp,
zatimco Bhem karcinogeneze @&aou transformované iy exprimovat zvySeneé
hladiny Hsp, v gkterych gipadech tato indukce pokige i v piibéhu progrese tumoru
(Ciocca et al. 1986). Hsp expresi u konkrétnichonagiehledr popisuje Tabulka. 5.
Rozdilnd exprese Hsp u nadoumoziuje jejich vyuziti v prognéze onemasi,
piipadré u AML umoziuji Hsp wasnou diagnostiku relapsu oneméain

Molekularni mechanismy, které vedou ke zvySenéskapci geri Hsp u
nadoi, jsou rozdilné, jelikoZ existuje vice onkogenndelst, které jsou v tumorogenezi
uplatiovany. Hsp promotory obsahuji mnoho odgnich elemerit véetns HSE, ktery
vaze aktivovany HSF1 trimer a CCAAT element. CCA&lEment vaze komplex mezi
trimernim faktorem NF- a HSP-CBF (Wu, 1995, Imbriano et al. 2001). Primar
mechanismus regulace Hsp v normalnichikdgh zahrnuje antionkogen p53 a s nim
spojeny p63. Tyto proteiny potlaji transkripci Hsp progédnictvim vazebnych mist
pro transkrigni faktor NFy, ktery je gitomny pod jejich promotorem (Taira et al.
1999, Chae et al. 2005, Wu et al. 2005). ¥phu transformace, kdy mutace p53 je
spojena s vice nez 45% vSech karcifonmiznych organovych lokalizacich, dojde ke
ztrag represe Hsp promotoru a dojde ke zvySeni transkripsp, coz je velicéasté
u Hsp70. Exprese Hsp70 u karcinbrje Uzce spojena se Zmami v p63, dochazi
k tvorke izoformy ANp63u, kterd funguje jako dominantni negativni inhibifgd3 a
umoziuje tak zvySeni hladiny Hsp70 a Hsp40 u karciadmavy a krku (Wu et al.,
2005). Bylo prokdzano,ze tumorogenni faktor Heregflll se vaZze na povrch bin
karcinomu prsu, coz ma za nasledek zvySeni exprese diky tomu dochéazi ve
zvySené nike k grezivani transformovanych bekn(Khaleque et al. 2005). Heregulpi-
aktivuje HSF1 diky signalni draze, a tdep aktivaci HER2 a PI-3kinazu, jejichz
aktivace vede k expresi Hsp gel-3 kindza je kliovy enzym v maligni progresi, a to
zejména diky aktivaci mutované PTEN fosfatazy aukwil c-Myc, coZz nize byt
dulezitym mechanismem ve zvySeni hladiny Hsp v nadorouice. (Khaleque et al.
2005, Bader et al. 2005). HSF-1 ma tate®lu dalSich roli v malignim fenotypu
transformovanych buk, véetné potlateni kontrolnich boiél buné¢éného cyklu, které
v disledku vede k aneuploidii nadorové nky, HSF-1 také podporuje vznik
metastatického procesu nezavislého na expresi Hepng et al. 2000, Wang et al.

2004). Na za¥r muzemefici, Ze zvySena exprese Hsp nastanéslediku represe p53,

41



ktery je inaktivovan u mnoha driitkarcinomii, a to ges aktivaci onkogennich cest,
které vedou az k Hsp promoton (Calderwood and Sherman et al. 2007).

Béhem progrese nadbidochazi u kazdého nadoru ke vzniku unikatniho wzor
molekularnich zén. Tyto znény zahrnuji i zndny v expresi Hsp protein Nejbsznejsi
formu progrese solidniho nadozobrazuje Obrazek.4. Primarni nador postupuje
v disledku nerovnovahy mezi b&mou proliferaci, ktera vede k angiogenezi, a
burgénou smrti. Hsp proteiny se podileji r@lto procesechCasem diky nedostatku
adekvatnich imunitnich mechanigmroti nadoroveé bice dochazi k invadovani nadoru
krevnimi nebo lymfatickymi cestami do vzdaleny@sti €la, kde vznikaji metastazy (i
na tomto procesu se podili Hsp proteiny). U nizk@hacenta paciefitdochazi ke
zmizeni primarniho tumoru, nebo tumofstava, ale je nezjistitelny. Nicmé&n
tumorogeneze iptrvava a da se detekovat na Kklinické drovni veméometastaz
(Calderwood and Atassi et al. 2007).

Obrazeke. 4
Schéma negzrgjsi formy nadorové progrese solidniho nadoru
Zdroj: Calderwood and Atassi et al. 2007
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Tabulkac. 5

Hsp nalezené ve zvySené expresi u konkrétnich iador
Zdroj: Calderwood and Atassi et al. 2007

Tumor

Proteiny tepelného Soku (Hsp)

Reference

Karcinom prsu

Hsp27, Hsp70, Hsp90, Grp78

Ciocca et al.1993
Fernandez et al.2000

Karcinom endometria

Hsp27, Hsp70, Hsp90

Ciocca et al.1989
Nambu et al.1996

Karcinom ovarii

Hsp27, Hsp72, Hsp90

Mileo et al.1990
Langdon et al.1995;

Karcinom délozniho
Cipku

Hsp10, Hsp27, Hsp60, Hsp70

Kaur et al.1995
Cappello et al.2003

Oralni karcinom

Hsp27, Hsp60, Hsp70, Hsp90

Ito et al.1998
Kumamoto et
al.2002

Tumor
gastrointestinalniho
traktu

Hspl0, Hsp27, Hsp47

Karcinom jater

Hsp60, Hsp70,

Karcinom pankreatu

Hsp90, Hsp110, gp96

Chuma et al.2004
Cappello et al.2003
Hwang et al.2003
Heike et al.2000
Maitra et al.2002
Ogata et al.2000
Liu et al.1999

Karcinom plic

Ubiquitin, Hsp27, Hsp63, Hsp70,Hsp90,
grp94

Malusecka et al.2001
Wang et al.2002

Tumor mocovych cest

Hsp27, Hsp60, Hsp70,Hsp90

Takashi et al.1998
Cardillo et al.2000

Karcinom prostaty

HSF1, Hsp10, Hsp27,Hsp60, Hsp70

Cappello et al. 2002,
2003

Chant et al.1995

Leukémie Hsp27, Hsp60, Hsp70, Xiao et al.1996

Lymfom Hsp90 Hsu, 1998
Assimakopoulou et

Nador mozku Hsp27, Hsp70, Hsp90 al.1997, 2000

Karcinom kuze

Hsp27, Hsp70, Hsp90

Kanitakis et al.1989;
Bayerl et al.1999
Lazaris et al.1995

Melanom gp96 Missotten et al.2003
Uozaki et al.2000
Sarkom Hsp27, Hsp47, Hsp60,Hsp72, Hsp90 Triebet al.2000
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1.8.4. VyuZiti Hsp v diagnostice a prognéze nadgavonemoc#éni

Hsp exprese byla analyzovana ve vztahu Kk histopgitkému charakteru
nadorove tkah se sodasnou expresi dalSich molekul a s konkrétnimi patgm
pacienti, jako byl ¥k a pohlavi. Z této analyzy bylymeny zavry, ze Hsp proteiny
jsou zvySen exprimovany v Siroké Skale malignich kkna tkani, proto detekce Hsp
proteini neni vhodn& v diagnostice. Existuji jiné spetifsi molekularni markery
k identifikaci pivodu nadorovych tkani: zda se jedna o karcinonkosamebo lymfom.
Nicmére tato diagnostika by mohla byt vyuZzita mag detekci Hsp27 a Hsp90 pro
identifikaci burtk Reed-Sternbergové. Uraveexprese Hsp fize odhalit pitomnost
abnormalnich zen v pribéhu procesu karcinogeneze. V tomtdippd Ize Hsp
proteiny pouzit jako substitni biomarkery u &kterych karcinomi. Dale Hsp exprese
koreluje se stupim diferenciace v &kterych nadorovych tkanich. Hsp exprese jefnap
spojena s lepSim rozliSenim endometrialniho kaminokde jsou fitomné Hsp27 a
Hsp70, a dlazdicového karcinomu, kde je pouze Hspbécr plati, Ze gkteré Hsp
proteiny jsou koexprimovany wkterych typi nadofi, zaroves nékteré Hsp mohou byt
signifikantre spojeny s expresi jinych molekul (Ciocca et al®200

Hsp27 exprese koreluje se Spatnou progn6zou urkamti prsu, endometria,
vajeinika, Zaludku, jater, prostaty a osteosarkomu. Hsp2@ hgociovana s dobrou
prognézou u endometrialniho adenokarcinomu, eséfati® karcinomu. Hsp27 nema
Zadnou prognostickou hodnotu u nador oblasti hlavy a krku, spinocelularniho
karcinomu moového néchyie, nadoi ledvin a leukémie.

Hsp70 koreluje se Spatnou prognézou u karcinomu, grsdometria, karcinomu
délozniho hrdla a karcinomuiechodného epitelu miového néchyre. Vysoka exprese
Hsp70 koreluje s dobrou prognézou u esofagealnémoirkomu, karcinomu pankreatu,
karcinomu ledvin a melanomu. Hsp exprese nekoretupgogndzou u karcinomu
vajeinika, karcinomu dutiny astni, karcinomu prostaty. Vy&okxprese Hsp70 byla
prokdzana v blastech u akutni myeloidni leukémigsokd exprese Hsp70 byla
prokadzana u pacieintse stednim az nefpznivym karyotypem, toto zji8hi odpovidalo
Spatné progndze onemaao (Thomas et al.2005).

Hsp90 exprese v nadorovych tkanich #Htgmnost protilatek proti Hsp90
koreluje s velice Spatnou progn6zou karcinomu paopak vysoka exprese Hsp90 je
spojena s dobrou prognézou u karcinomu endoméirprese Hsp90 nema zadny vliv

na progndézu karcinomu ovarii a oralniho karcino@io¢ca et al.2005).

44



1.9. Za¢r

Ackoliv jsou funkce a vlastnosti Hsp protéipomerné intenzivré studovany,
stale je&t zastava velké mnozstvi nezodpa@enych otazek ohlednjejich vlivu na
tumorogenezi. Jak bylo zji&to, Hsp proteiny jsou zvysémxprimovany v nadorovych
buikach. | u normalnich bk ale mize dojit k vysoké expresi Hsp, a to za podminek,
které jsou pro hiku stresové. Nicméntato exprese po odean stresovych podminek
vymizi. Narozdil od buwk nadoro¥ transformovanych, kde je vysoka exprese Hsp
konstitutivni. Vysoka exprese konkrétnich Hsp manasledek blokovani apoptézy,
nebo senescence v nadorovychikach. Diky blokovani programované kiné smrti a
senescence je nadotovransformovana hika téng nesmrtelnd. Vysoka exprese
n¢kterych Hsp (viz vySe) sniZzuje rychlost iného cyklu a tim navozuje u
nadorovych bukk rezistenci uci chemoterapeutikm. Vysoka exprese konkrétnich Hsp
proteini zvySuje metastaticky potencialitky. Bylo zjiS€no, Ze Hsp jsou exprimovany
v Siroké Skale malignich bgk a tkani, proto detekce Hsp neni vhodn& pro stamiov
diagnézy. Hsp proteiny lze ale vyuZzit jako substifu biomarkery u &kterych
karcinomi, pro které je jejich zvySena exprese charaktekiatiJe mozné je vyuzit jako

prognostické ukazatele u konkrétniho onengaén
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2. Cil préace

Cil prace:

2.1. Studium povrchové a genoveé exprese konkrétrislp u konkrétnich nadorovych

linii odvozenych oddznych tym akutni myeloidni leukémie

2.1.1. Kultivace nadorovych/leukemickych linii

Povrchova i genova exprese Hsp bylaérena na leukemickych linii HU-3,
THP-1, Uoc-M1, HL-60, TF-1, OCI/AML3. Tyto hiky byly kultivovany v CQ
inkubatoru pi 37°C a 5% atmosfé CQ. Vyména kultiva&niho média probihala
Ctytikrat tydre, provadla se v laminarnim boxu zatipné aseptickych podminek.
Bunky byly kultivovany v kultiv&nich lahvich nebo v kultivaich destikach.
Konkrétni naroky na kultivai médium a jina specifika jsou popsany u konkotni

linii. Popis linii je gehledr zpracovan v Tabulcg 6.

HU-3

HU-3/ TPO - dependentni je megakaryocytarni linlvazena od AML M7. Biky
maji erytroidni a megakaryocytarni diferercia potencial a jsou velice obti&n
kultivovatelné. Linie byla odvozena od kknkostni derg 69leté Zeny s diagndézou
AML M7, a to @i diagnostikovani onemoéni v roce 1991.

Kompletni kultiv&ni médium pro tuto linii obsahuje: 90% RPMI 164094 FCS, 1%
Glutaminu, 1% Streptomycin/Penicilin, 5ng/ml GM-CSBptimalni je kultivovat
0,8x16 burtk na 1 ml média (Drexler, G. H., 2005).

THP-1

THP-1 je monocytarni linie odvozena od AML M5. Bytalvozena z periferni krve
ro¢niho chlapce f relapsu onemoemi roku 1978.

Bunky THP-1 linie jsou kulaté, &Sinou samostatnv suspenzi, v &kterych gipadech
se mohou shlukovat. Kompletni médium pro tuto lobsahuje: 90% RPMI 1640, 10%
FCS, 1% Glutaminu, 1% Streptomycin/Penicilin. Ogtini je kultivovat 1x18 bursk
na 1 ml média (Drexler, G. H., 2005).
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Uoc-M1

Uoc-M1 je linie odvozend od AML M1 z kostnieshé 68letého muze ip diagndze
onemockni v roce 1992. Tato linie slaexprimuje megakaryocytarni markery.
Kompletni médium pro tuto linii obsahuje: 90% RPMI40, 10% FCS, 1% Glutaminu,
1% Streptomycin/Penicilin. Optimalni je kultivov@5x16 bursk na 1 ml média
(Drexler, G. H., 2005).

HL-60

HL-60 je linie odvozena od AML M2, gvodré diagnostikovana jako AML M3. Byla
odvozena z periferni krve u 35leté Zeny s diagnéaML M3, kterd byla pozdi
specifikovana jako AML M2 roku 1976.

Bunky této linie jsou kulaté a v suspenzi ndgivehluky. Kompletni médium pro tuto
linii obsahuje: 90% RPMI 1640, 10% FCS, 1% Glutamih% Streptomycin/Penicilin.
Optimalni je kultivovat 0,5 az 1xf®unsk na 1 ml média (Drexler, G. H., 2005).

TF-1

TF-1 je linie odvozend od AML M6 z kostniteth® 35letého muze ip diagnoze
onemocgni v roce 1987.

Bunky této linie TF-1 jsou velké a kulaté a jejich @gtazma obsahuje velké mnoZstvi
¢astic. Je to obtiznkultivovatelna linie. Kompletni kultivani médium pro tuto linii
obsahuje: 90% RPMI 1640, 10% FCS, 1% Glutaminu, Si¥¢ptomycin/Penicilin, 5
ng/ml GM - CSF. Optimalni je kultivovat 0,5 a7 1%18unsk na 1 ml média. Biky
lépe rostou v kondiciovaném médiu. Kondiciované immddje sloZeno: z jednoho dilu
cerstvého média a jednoho dilu média, ve kterém byiiky jiz kultivovany. Toto
médium se pouziva, protoZze iy této kultury si mohou produkovat autokrénn

pusobici latky, které stimuluji jejichist a gezivani (Drexler, G. H., 2005).

OCI/AML3

OCI/AML3 je linie odvozena od AML M4 z periferni ke 57leté Zeny ip diagnéze
onemocsni v roce 1987.

Jedna se o jednotlivé&tginou kulaté biiky rostouci v suspenzi. Kompletni kultird
médium pro tuto linii obsahuje: 80%-MEM, 20% FCS, 1% Glutaminu, 1%
Streptomycin/Penicilin. Optimélni je kultivovat 0g& 2x16 burtk na 1 ml média.
Bunky Iépe rostou v kondiciovaném médiu (Drexler, G. 2005).
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Tabulkac. 6

Prehled kultivovanych nadorovych linii a jejich chisexistika
Zdroj: Drexler, G. H., 2005

Nazev Kompletni kultivaéni
linie Typ AML Izolace médium K.desti¢ka/ K. lahve
Odvozena z kostni | 90% RPMI 1640, 10%
dfené 69leté zeny | FCS, 1% Glutamin, 1%
pfi diagndze roce Streptomycin/Penicilin
HU-3 AML M7 | 1991 5ng/ml CSF-GM Kultivaéni lahev
Odvozena z
periferni krve 90% RPMI 1640, 10%
ro¢niho chlapce pfi | FCS, 1% Glutamin, 1%
THP-1 AML M5 | relapsu v roce 1978 | Streptomycin/Penicilin Kultivaéni lahev
Odvozena z kostni
dfené 68letého 90% RPMI 1640, 10%
muze pfi diagnéze v | FCS, 1% Glutamin, 1%
Uoc-M1 AML M1 |roce 1991 Streptomycin/Penicilin Kultivaéni lahev
Odvozena z
periferni krve 35leté
Zeny pri diagn6ze 90% RPMI 1640, 10%
onemocnéni v roce |FCS, 1% Glutamin, 1%
HL-60 AML M2 | 1976 Streptomycin/Penicilin Kultivaéni lahev
Odvozena z kostni
dfené 35letého 90% RPMI 1640, 10%
muze pfi diagnéze |FCS, 1% Glutamin, 1%
onemocnéni v roce | Streptomycin/Penicilin
TF-1 AML M6 | 1987 5ng/ml CSF-GM Kultivaéni desticka
Odvozena z
periferni krve 57leté
Zeny pri diagn6ze 80% a-MEM, 20% FCS,
onemocnéni v roce |1% Glutamin, 1%
OCI/AML3 | AML M4 | 1987 Streptomycin/Penicilin Kultivaéni desticka
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Protokol ¢.1 Vyména kultivaéniho média

1. Obsah kultivani 1&hve pepipetovat do 15 ml zkumavky.

2. 15 ml zkumavku centrifugovat 300xg, 5 mintit fgplog 23° - 25° C.
Slit supernatant, odtit zbytek ve zkumavce pipetou a doplnit do objemu
100Qul kompletnim médiem podle typu linie a promichat.

4. Trypanovd motl — standardni objem trypanové niedL6Qul napipetujeme do
1,5ml ependorfky, fidame 1@l supernatantu s bgénou Kkulturou, po
promichani peneseme 10 do Birkerovy konirky. Pokud pedpokladame

velky paiet burgk, dame ¥tSi mnozZstvi trypanové moesl

5. Burky se pditaji pod optickym mikroskopem, a to nejngéme 3 velkych
¢tvercich.
6. Bunky, které budou dale kultivovanyigneseme do kulti¢ai lahve, nebo

kultivacni destéky s kultiva&tnim médiem, jehoZz mnoZstvi odpovidacto
burék. Pouzijeme kultivéni médium, které je dopotano pro kultivovanou
linii.
Pri vyméné média byly dvakrat tydh odebrany bikky na izolaci RNA v den, kdy
probihala i FACS analyza. Na izolaci RNA se oddbistandarda 1x10 bunsk.

7. Konkrétni mnoZstvi buik prepipetovat do dvou 1,5ml ependorfek.

8. Centrifugovat pi pokojové teplat 2000rpm 2 minuty.

9. Odsat supernanatant &dat 35Ql RLT pufru a dikladn® promichat. (RLT pufr
= 10ul B-merkaptoethanol + 990 RLT). RLT je sowdsti kitu pro izolaci RNA,
obsahuje guanidin thiokyanat.

10. Vzorky zamrazit na — 80° C az do provedeni izoRBEA.
2.1.2. Mei'eni povrchoveé exprese pomocigpokové cytometrie

Na mefeni pfitokovym cytometrem bylo odebirano na jednu zkumayax16
burék z buré¢cné kultury. Laboratb molekularni biologie a patologie tky nema
k dispozici pfitokovy cytometr, meni proto probihalo v labordto Klinické
hematologie ve Fakultni nemocnici Kralovské VinatyaRiprava bugk na ngfeni
praitokovym cytometrem byla provéda v laminarnim boxu. Barveni bylo provedeno
pomoci monoklonalnich protildtek zfenych fluorescein isothiokyanatem (FITC) a
phycoerythrinem (PE). Pro detekci mrtvych Bkitoyl pouzit 7-Amino-Actinomycin D
(7-AAD). Prehled protilatek je zpracovan v Tabulc8.
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Protokol ¢. 2 Povrchové barveni buik — protokol Rrgensburg

1. K suspenzi bukk pridat PBS Dubelco/10% FCS médium podle ¢tpo
zkumavek.

2. Suspenzi rozdit do 1,5 ml ependorfek po 1 ml.

3. Centrifugovat 300 x g, 5 minutigeplog 4° C.

4. Odsat supernatant opatraZz po peletu.

5. Napipetovat po 1ml PBS Dubelco/10% FCS média dd&apendorfky.

6. Centrifugovat 300 x g, 5 minutigeplog 4° C.

7. Odsat supernatant opatraz po bui¢nou peletu.

8. Napipetovat protilatky fimo na busicnou peletu podle konkrétniho rozpisu,
lehce vortex (PouZzité panely protilatek viz Tabulka).

9. Inkubovat na ledu 30 minut

10. Po inkubaci napipetovat do kazdé zkumavky 1ml PB&dlo/10% FCS
média.

11. Centrifugovat 300 x g, 5 minutigeplot 4° C.

12. Odsat supernatant opatraz po buscnou peletu.

13. Napipetovat do kazdé ependorfky a0@ml PBS Dubelco/10% FCS médium.

14. 15 az 20 minut f&d vlastnim rérenim gidat do vSech zkumavek 07-AAD,
ktery je ndedény v pongru 1:9. Pouziva se pro detekci mrtvych &in

Tabulkac.7

Pouzité panely protilatek pro povrchové barvenigkuradorovych linii

Pouzité panely protilatek Linie u kterych bylo pouZzito toto barveni

IgG1-FITC/ anti-CD45-PE/ 7-AAD HU-3, THP-1, Uoc-M1, OCI/AML, TF-1, HL-60

anti-Hsp70-FITC/ anti-CD13-PE/ 7-AAD HU-3, THP-1, Uoc-M1, OCI/AML, TF-1, HL-60

anti-Hsp70-FITC/ anti-CD33-PE/ 7-AAD HU-3, THP-1, Uoc-M1,TF-1, HL-60

anti-Hsp70-FITC/ anti-CD45-PE/ 7-AAD HU-3, THP-1, Uoc-M1, OCI/AML, TF-1, HL-60

anti-Hsp70-FITC/ anti-CD4-PE/ 7-AAD OCI/AML

anti-Hsp70-FITC/ anti-HLA-E-PE/ 7-AAD THP-1, Uoc-M1, OCI/AML, TF-1, HL-60

anti-Hsp70-FITC/ anti-MICA-PE/ 7-AAD THP-1, Uoc-M1, OCI/AML, TF-1, HL-60

anti-Hsp70-FITC/ anti-MICA-B-PE/ 7-AAD | THP-1, Uoc-M1, OCI/AML, TF-1, HL-60

anti-Hsp70-FITC/ anti-ULBP-2-PE/ 7-AAD | THP-1, Uoc-M1, OCI/AML, TF-1, HL-60
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Tabulkac.8
Prehled protilatek

Zdroj: Informani priloha dodavana spolu s protilatkou

MnozZzstvi ab na
Protilatka Pavod | Typ protilatky Vyrobce 1 zkumavku

monoklonalni

IgG1-FITC Mys protilatka BD PharmigenwI 5l
monoklonalni

anti-human Hsp70-FITC MysS protilatka Multimmune GmbH 2-5ul
monoklonalni

anti-human CD4-PE My$ | protilatka BD Pharmigen™ 5ul
monoklonalni

anti-human CD13-PE MysS protilatka BD PharmigenwI 5ul
monoklonalni

anti-human CD33-PE Mys protilatka BD PharmigenwI 5ul
monoklonalni

anti-human CD45-PE My$ | protilatka BD Pharmigen™ 5ul
monoklonalni

anti-human MICA-PE MysS protilatka R&D systems 10ul
monoklonalni

anti-human MICA/B-PE MysS protilatka R&D systems 10l
monoklonalni

anti-human ULBP-2-PE MysS protilatka R&D systems 10ul
monoklonalni

anti-human HLA-E-PE MyS protilatka eBioscience 5ul

7-AAD je fluorescenni interkal&ni barvivo s vysokou afinititou k DNA. Vyhodou je

moznost jeho pouzititfpsowasném vyuziti monoklonalnich protilatek 2eaych FITC

a PE, a to protoZe dochazi k minimélnimu emisnibelngvu mezi 7-AAD a PE, FITC.
7-AAD je detekovana v inftervené oblasti spektra (647-650nm), zatimco FITC

emituje zéeni v rozmezi 495-521nm a PE v rozmezi 545-572nm.

51



2.1.3. Izolace RNA

Izolace RNA se provata pomoci komemeé dodavanych kit: QlAamp RNA Blood
Mini Kits (vyrobce: QIAGEN). B vyméne kultivacniho média nadorovym liniim se
provadsl odbsr burtk pro izolaci RNA. Izolace se provadi pouze z 018°burek, 2/2
burék se ponechavé jako rezervni vzorek piipgdnou kontrolu.

Protokol €.3 1zolace RNA

1. Rozmrazit vzorky fi teplo€ 37° C 10 minut v termobloku.

2. Prepipetovat vzorek do fialové kolonky. Centrifugovai pokojové teplot
14 500 rpm 3minuty.

3. Vyhodit fialovou kolonku a k lyzatu fjgat 350, nebo 6Q0 70% ethanolu
(ethanol seedi RNA vodou, kterd je row#t sowasti kitu). 35Q1 na 0,5 x18
burgk, pri vétSim mnozstvi butk pridame 60@1 ethanolu.

4. Prepipetovat do bilé kolonky. Centrifugovati pokojové teplat 14 500 rpm
30s. Vyhodit sbrnou zkumavku, dat novou &mou zkumavku.

5. Napipetovat na kolonku 7Q0RW-1 pufru. Centrifugovatip pokojové teplot
14 500 rpm 30 s. Vyhodit stmou zkumavku, dat novou &mou zkumavku.

6. Na kolonku napipetovat 500 RPE pufru. Centrifugovatip pokojové teplot
14 500 rpm 30 s. Vyhodit 8tmou zkumavku, dat novou &mou zkumavku.

7. Na kolonku napipetovat 500 RPE pufru. Centrifugovatip pokojové teplot
20 000 xg 4 minuty. Vyhodit $nou zkumavku, dat novou &mou zkumavku.

8. Centrifugovat p pokojové teplat 20 000 xg 2 minuty. Vyhodit gmou
zkumavku, dat kolonku do RNA 1,5 ependorfky a najppat 5@ RNase free
water gimo na kolonku.

9. Centrifugovat pi pokojové teplat 14 500 rpm 90 s. Vyhodit bilou kolonku.

10. OsSeteni DNasou: pl DNasy a il MgCI2 na 5@l vzorku. Kratce vortexovat,
nebo lehce centrifugovat.

11. Inkubace p 37°C 30 minut v termobloku.

12.  Pridat 5ul EDTA. Kratce vortex, nebo lehce centrifugovat.

13.  Inkubace p 65°C 10 minut v termobloku.

14.  Po inkubaci: kratce vortex, nebo lehce centrifugo@apipetovat gl vzorku a
zn¥fit vzorek na spektrofotometru gieni na NanoDropu-1000). Zitime
koncentraci vyizolované RNA &stotu vzorku.

15.  Vyizolovanou RNA uchovavatipteplot — 20°C.
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2.1.4. RT-PCR v reélnérfase (,Real - Time quantitative RT-PCR")

Analyza relativni genové exprese byla provedentodoel RT-PCR v realném
case (konkréth metodou ,Real-Time quantitative Reverse — Trapsasie Polymerace
Chain Reaction). Materidlem pro RT-PCR byla vyizaiod RNA z nadorovych linii.
Sondy a primery byly vyrobeny na zakazku od firempked Biosystems (systém
aktinu) a TIB MOLBIOL (Hsp70, HspBP1, Hsp60, Hsp®&p27). Sekvence primen
sond jsou v Tabulceé. 9A a 9B. Byl pouzit Master Mix: TaqunOne-Step RT-PCR
Master Mix Reagents Kit od firmy Applied Biosysteménalyzy probihaly na
analyzatoru: PRISM ABI 7500 Sequence Detection égstod firmy Applied

Biosystems. Vlastni analyza trva 2 hodiny 30 minut.

Protokol ¢.4 RT-PCR v readlnéméase

1. Rozmrazit vzorky RNA, primery a sondyi pokojové teplat.

2. Po rozmrazeni primery, sondy, vzorky, Master Mixchovavan fi 8°C
v lednici) zvortexovat a nasledgliehce centrifugovat.

3. Vzorky naedit na spravnou koncentracifaee&ni DEPC — treated water.

Pro neteni Hsp70 byly vzorky rradény na koncentraci 2ngl/
Pro nmeéteni HspBP1 byly vzorky rfadény na koncentraci 0,2ng/
Pro n&reni Hsp27 byly vzorky radény na koncentraci 0,2ng/
Pro n&reni Hsp60 byly vzorky radény na koncentraci 0,2ng/
Pro neteni Hsp90 byly vzorky rradény na koncentraci 0,2ng/

4. Pro jednotlivé Hsp systémy bylydaany kontroly, jejich koncentrace odpovidala
koncentraci vzorku.

5. Pripravit Master Mix podle konkrétniho rozpisu (rogpje spditan podle
uréenych koncentraci primira sond od vyrobce). Hotovy Master Mix
dostatén¢ promichat, vortexovat a lehce centrifugovat.

6. Napipetovat Master Mix do jamek jednotlivych strigstandardé 20ul + 5yl
vzorku, nebo kontroly, nebo DEPC - treated watepijpetovani tetns NAC
kontroly Master Mix bez reverzni transkriptazy).

7. Napipetovanim DEPC - treated water se kontrolgelisa prace a preciznost
provedeni (tzv. NAC).

8. Na zawvr stripy zavit vickem a centrifugovat.

Umistit do PCR fistroje.
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Tabulka¢.9A
Sekvence primér

Informace o
genu - NCBI, Koncentrace
Gen Entrez Gene Sekvence primer( Vv reakci
ACTB, 5" - CCTGGCACCCAGCACAAT - 3 300 nM
B-Aktin | IDgenu60 |5 . GCCGATCCACACGGAGTACT -3 primery
HSPB1, 5 - TCCCTGGATGTCAACCACTTC - & 900 nM
Hsp27 | ID genu 3315 |5° - TCTCCACCACGCCATCCT - 3 primery
HSPD1, 5 - GATGTTGATGGAGAAGCTCTAAGTACA - 3 500 nM
Hsp60 | ID genu 3329 |5 - TGCCACAACCTGAAGACCAA - 3’ primery
HSPA1A, 5 - ACCAAGCAGACGCAGATCTTC -3 200 nM
Hsp70 | ID genu 3303 |5 - GCCCTCGTACACCTGGATCA -3 primery
HSP90AA1l, |5 - TGCGGTCACTTAGCCAAGATG -3 300 nM
Hsp90a | ID genu 3320 |5 - GAAAGGCGAACGTCTCAACCT - 3° primery
HSPBP1, 5 - TGGCCGACCTGTGTGAGA -3 900 NM
HspBP1 | ID genu 23640 | 5" - GCAGGTGCATGCCAGACA - 3° primery
Tabulkac.9B
Sekvence sond
Koncentrace
Gen Sekvence sond Vv reakci
5 - (VIC) ATCAAGATCAATGCTCCTCCTGAGCGC (TAMRA) - 3" | 200 nM VIC -
B'Aktln Délka amp"konu 70bp znacena sonda
5 - (FAM) CCCCGGACGAGCTGACGGTC (TAMRA) - 3 300 nM FAM -
Hsp27 | Délka amplikonu 67bp znacena sonda
5" - (FAM) TCGTCTTGAATAGGCTAAAG (MGB) - 3 300 nM FAM -
Hsp60 | Délka amplikonu 69bp znacena sonda
5" - (FAM) CCTACTCCGACAACCAACCCGGG (TAMRA) - 3 100 nM FAM -
Hsp70 | Délka amplikonu 87bp znacena sonda
5 - (FAM) CCCAGACCCAAGACCAACCGATGG (TAMRA) - 3 200 NM FAM -
Hsp90a | Délka amplikonu 85bp znacena sonda
5" - (FAM) CATGGACAATGCCG (MGB) - 3’ 200 NM FAM -
HspBP1 | Délka amplikonu 66bp znacena sonda
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3. Metodika

3.1. Charakteristika zkoumaného souboru

Pro izolaci RNA byly pouzity vSechny vzorky hbiky které byly odebrany
z kultivovanych linii THP-1, Uoc-M1, OCI/AML3, HL-®, TF-1 i pripraw na neéreni
povrchové exprese Hsp70upskovym cytometrem. Z vyizolované RNA byly vybrany
vzorky pro studium genové exprese meto@L+PCR v realn&ase (vybrané vzorky
viz kapitola 4.1.). Udchto vzorki pak byla ndfena genova exprese Hsp70, HspBP1,
Hsp60, Hsp27, Hsp90 a byl vybdtan pondr HspBP1/Hsp70. Na fitokovém
cytometru byla nfena povrchova exprese Hsp70 u nadorovych linii.

3.2. Metodika zpracovani vysledk

Pro interpretaci dat ziskanych metodou RT-PCRainém ¢ase byla pouzita
komparativni Ct metoda (Livak and Schmittgen, 200P9dle této metody je nédjae
vypacitano ACt. HodnotaACt byla vyp@itdna rozdilem mmérné hodnoty Hsp a
primérné hodnoty aktinu (hodnoty ziskané RT-PCR analyzbato hodnota eliminuje
ruSivou variabilitu uvnit dané reakce, jako je pipetovanitaré podminky analyzy.
Dale byla vype¢itana hodnotaAACt. Tato hodnota vztahuje vSechny vzork§civ
jednomu standardnimu vzorku. Z této hodnoty je pgbocitana hodnota 2", ktera
pievadi AACt do absolutni hodnoty. Jako kontrolni (srovndvaciubor pro analyzu
bylo vybrano 21 vzornk vyizolované RNA z periferni krve nahodmybranych jeding
(21 zdravych kontrol — 18 Zen, 3 muzi, rozsgkw— 22 az 53 let, mediargku 29 let).
Byly provedeny i NAC a NTC kontroly. NTC kontrolade kompletniho Master Mixu
s reverzni transkriptazou byla napipetovana mistoku voda (DEPC - treated water).
NAC kontrola — do kompletniho Master Mixu bez reardr transkriptazy byly
napipetovany vzorky pouzité v analyze, a toazatlu zjiSeEni negativni pitomnosti
DNA.

VeSkeré udaje z analyz byly vyhodnocovany programexcel (Microsoft
Windows Office Excel 2003) a KyPlot statistickynfteearem verze 2.¢ 15. Absolutni
hodnoty Hsp exprese kultivovanych linii, ziskanémkarativni Ct metodou, byly
porovnany s absolutnimi hodnotami Hsp exprese &britro souboru Mann — Whitney
srovnavacim testem. Hladina vyznamnosti byla stanawna hodnotu pragpodobnosti
(,probabillity) P< 0,001.
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,Cut off* hodnota pro Hsp70 povrchovou expresieb$0% pozitivnich butk se
znakem Hsp70. Rtokovou cytometrii jsme zjistili procentualni zagpeni Hsp70 na
povrchu vSech kultivovanych linii. Toto &feni probihalo v gibéhu celé kultivace

kazdé linie, a to ziovodu zaznamenantipadné zrany v expresi Hsp70.
4. Vysledky

4.1. Vysledky izolace RNA

Byla vyizolovana RNA ze vSech kultivovanych nadorch linii: THP-1, Uoc-
M1, OCI/AML3, HL-60 a TF-1. U linie THP-1 bylo vydovano 22 vzork RNA ze
dna kultivace D+12 az D+92 (D+12 — jedn& se o @&ema drii kultivace po rozmrazeni
nadoroveé linie). U linie Uoc-M1 bylo vyizolovdno 2Zorki RNA ze dri kultivace
D+5 az D+92. U linie OCI/AML3 bylo vyizolovano 15zarka RNA ze dri kultivace
D+8 az D+57. U linie HL-60 bylo vyizolovano 16 vkarRNA ze drii kultivace D+4
az D+57. U linie TF-1 bylo vyizolovano 15 vz@rlkRNA ze drii kultivace D+3 az
D+55. Koncentrace distota vzork byly stanoveny spektrofotometricky naigtroji
NanoDrop 1000,cistota byla stanovena pe@ny absorbanci ip vinovych délkach
260/280 a 260/230. Pam260/280 praisty vzorek by se & pohybovat v rozmezi 1,8-
2,0 a pondr pro 260/230, tzv. poén pro neieni sekundarnéistoty RNA by se rdl
pohybovat vrozmezi 1,8-2,2 pro absotuttisty vzorek. Koncentrace &istota
vyizolované RNA nadorovych linii jsou v Tabulka€hi0A a 10B.

Z vyizolovanych vzork RNA byly vybrany vzorky pro RT-PCR analyzu.
U linie THP-1 byly vybrany vzorky: D+12, 15, 20,,280, 33, 39, 43, 47, 50, 54, 57, 61,
64, 68, 71, 75. U linie Uoc-M1 byly vybrany vzorky#+5, 8, 12, 15, 19, 22, 29, 39, 61,
75, 85, 92. U linie OCI/AML3 byly vybrany vzorky: €8, 11, 15, 18, 22, 25, 29, 36, 46,
57. U linie HL-60 byly vybrany vzorky : D+4, 8, 115, 25, 32, 43, 53, 57. U linie TF-1
byly vybrany vzorky: D+3, 7, 10, 14, 17, 20, 23, 34, 55. Fehled vzork vybranych
pro analyzu RT-PCR je v Tabul¢el0OC.

Kultivaci nddorovych linii jsme provéth pod vedenim MUDr. R. Volchenkova
stejre jako pipravu bugk na nefeni patokovym cytometrem. Izolaci RNA jsem
provedla ve spolupraci s Mudr. Volchenkovem a lhgcii Sedl&kovou. RT-PCR

analyza byla ma samostatna prace.
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Tabulka¢. 10A
Koncentrace vyizolované RNA (z jednotlivychidkultivace linii) a jejicistota

Zdroj: Vlastni vyzkum

| Bun&é&na linie THP-1 ( AML M5 )

| Buné&é&na linie Uoc-M1 ( AML M1) |

datum datum
izolace |D+| c=ng/ul | 260/280 | 260/230 | izolace |D+| c=ng/ul | 260/280 | 260/230

12 58,1 5 70,7

15 72,2 8 57,4

20 48 12 66,2
5.2.2009 |29 83,4 2 1,9 15 57,3
12.2.2009 | 26 56,1 2 1,66 19 54,3
12.2.2009 | 33 33,9 2,1 0,2 22 60,2
12.2.2009 | 39 | 160,7 2 2 5.2.2009 |29 52,6 2 1,3
12.2.2009 | 43 66,4 2,07 0,86 18.2.2009 | 26 56,2 2,7 1,2
12.2.2009 | 47 50,1 2,12 0,78 18.2.2009 | 33 33,1 1,92 0,8
12.2.2009 | 50 26,2 2,1 0,1 18.2.2009 | 39 67,3 2 1,62
12.2.2009 | 54 58,8 2 0,2 19.2.2009 | 43 15,7 1,96 0,6
12.2.2009 | 57 79,5 2 1,65 19.2.2009 | 47 9,2 1,96 1
12.2.2009 | 61 94,4 2 0,7 19.2.2009 | 61 66,1 2,05 0,5
12.2.2009 | 64 96,3 2,1 1,66 19.2.2009 | 64 51,5 1,94 1
18.2.2009 | 68 69,4 2 1,36 19.2.2009 | 68 28,1 2,02 0,2
18.2.2009 | 71| 101,4 2,05 1,3 19.2.2009 | 71 20,6 1,94 0,35
18.2.2009 | 75 19,2 2,08 0,4 19.2.2009 | 75 25,4 2 0,3
18.2.2009 | 78 84,4 2,09 1,3 19.2.2009 | 78 38,3 2 0,5
18.2.2009 | 82 97,8 2,03 1,9 19.2.2009 | 82 30,8 2 0,62
18.2.2009 | 85 91,3 2,04 0,98 19.2.2009 | 85 44,2 2 0,9
18.2.2009 | 89 70,2 2,07 0,6 23.2.2009 | 89 91,8 2,1 0,4
23.2.2009 | 92 66,3 2,01 0,5 23.2.2009 | 92 101,7 2 0,5
Bun &&n4 linie OCI/AML (AML M4) | Bun &&né linie HL-60 ( AML-M2) |
datum c= |260/28
izolace |D+| c=ng/ul | 260/280 |260/230 | datum izolace |D+ | ng/ul 0 260/230
23.2.2009 | 8 60,9 2,1 0,4 23.2.2009 4 11936| 21 1,3
23.2.2009 | 11| 119,6 2,1 0,9 23.2.2009 8 1289,7| 21 0,6
16.3.2009 | 15 70,8 2 0,7 23.2.2009 11| 99,7 2 0,8
16.3.2009 | 18 | 142,8 2 0,6 16.3:2009 15 | 135,7 2 0,5
16.3.2009 | 22 57,1 1,9 0,8 16.3.2009 18 [143,3 2 1,6
16.3:2009 | 25 42 1,9 0,6 16.3.2009 22 1159,9 2 1,1
16.3.2009 | 29 72,7 1,97 1,1 16.3.2009 25|151,4 2 1,4
16.3.2009 | 32 66,2 2 1,3 25.3.2009 29 1120,4 2 1
25.3.2009 | 36 93,9 2,1 0,4 1.4.2009 32| 213 2 1,7
1.4.2009 | 39 30,7 1,9 0,9 1.4.2009 36 | 146,8 2 1,6
1.4.2009 | 43| 104,6 2 1,4 1.4.2009 39 |117,3 2 1,8
8.4.2009 | 46 97,9 2 1,7 1.4.2009 43134,4 2 1,68
8.4.2009 |50 80,2 2,1 0,3 1.4.2009 46 | 96,8 2 1,1
15.4.2009 | 53 90,4 2 0,6 1.4.2009 50 |113,9 2 1,5
15.4.2009 | 57 | 191,1 2,1 1,2 8.4.2009 53| 62,4 2 1,5

15.4.2009 57 1130,3 2 0,98
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Tabulkac¢.10B
Koncentrace vyizolované RNA (z jednotlivychidkultivace linie) a jejtistota

Zdroj: Vlastni vyzkum

Bun &&na linie TF-1 ( AML-M6) |

Den po
datum izolace | rozmrazeni ng/pl 260/280 | 260/230

18.3.2009 3 1114 1,99 1,26
18.3.2009 7 100,9 2 1,21
18.3.2009 10 110,3 2,04 0,92
18.3.2009 14 87,6 2,06 1,83
25.3.2009 17 197,6 2 1,1
25.3.2009 20 86,4 2,1 1,55
1.4.2009 23 103,9 2 0,9
1.4.2009 27 65,5 2 1,7
1.4.2009 30 52,6 2 1,5
1.4.2009 34 230,7 2 1,6
1.4.2009 37 263,5 2 2

1.4.2009 44 1545 2 1,9
1.4.2009 48 33,2 1,9 0,7
8.4.2009 51 46 1,97 0,8
15.4.2009 55 159,9 2,2 0,25

Tabulka¢. 10C
Dny kultivace (oznéené jako den po rozmrazeni linie) vybrané pro RRR@Galyzu

Zdroj: Vlastni vyzkum

THP-1 Uoc-M1 OCI/AML3 HL-60 TF-1
(AML-M5) (AML-M1) (AML-M4) (AML-M2) (AML-M6)
linie, den po | linie, den po | linie, den po | linie, den po | linie, den po
rozmrazeni | rozmrazeni | rozmrazeni | rozmrazeni | rozmraZeni

D+12 D+5 D+8 D+4 D+3

D+15 D+8 D+11 D+8 D+7

D+20 D+12 D+15 D+11 D+10

D+26 D+15 D+18 D+15 D+14

D+29 D+19 D+22 D+18 D+17

D+33 D+22 D+25 D+25 D+20

D+39 D+29 D+29 D+32 D+23

D+43 D+39 D+36 D+43 D+34

D+47 D+61 D+46 D+53 D+44

D+50 D+75 D+57 D+57 D+55

D+54 D+85

D+57 D+92

D+61

D+64

D+68

D+71

D+75
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4.2. Vysledky RT-PCR

Tabulka¢. 11A
Genova exprese Hsp70 u nadorovych linii ve srovadaferetnim vzorkem a genova
exprese kontrolniho souboru vybraného pro tutoiistud

Zdroj: Vlastni vyzkum

| Genova exprese Hsp70 u nadorovych linii a u kontrol ~ niho souboru |

Kontrolni
THP-1 Uoc-M1 | OCI/AML3 HL-60 TF-1 soubor
0,13 0,43 0,27 0,05 0,60 1,74
0,16 0,56 0,14 0,07 0,86 1,02
0,15 0,85 0,68 0,06 0,62 0,91
0,24 1,13 0,43 0,08 0,83 1,35
0,13 0,60 0,21 0,06 1,22 0,75
0,11 0,81 1,01 0,11 0,68 1,46
0,32 0,91 0,37 0,03 0,64 1,53
0,27 2,23 0,42 0,17 2,01 2,27
0,17 0,64 0,21 0,03 0,75 1,44
0,24 0,43 0,17 0,11 1,08 1,64
0,13 0,47 1,7
0,18 0,69 1,56
0,07 1,43
0,11 1,61
0,12 1,58
0,06 1,17
0,24 2,64
1,85
1,12
1,87
1,62
Median 0,15 0,67 0,32 0,06 0,79 1,56
Pramér 0,17 0,81 0,39 0,08 0,93 1,54
Rozsah 0,06-0,32 | 0,43-2,23 |0,14-1,01| 0,03-0,17 | 0,60 - 2,01 0,75 - 2,64

Tabulka¢.11B Mann-Whitney test Hsp70

Zdroj: Vlastni vyzkum

| Statistika Mann-Whitney test |
Linie Pravdépodobnost (P)
THP-1 1,71E-07| < 0,001
Uoc-M1 |0,000211| <0,001
OCI/AML3 [ 1,48E-05| < 0,001
HL-60 1,00E-05| < 0,001
TF-1 0,001526| 0,0015
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Tabulka¢. 11A ukazuje hodnoty genové exprese Hsp70 u naglondinii THP-1, Uoc-
M1, HL-60, TF-1 a OCI/AML3 ve srovnani s refetafm vzorkem a hodnoty natifené

u kontrolniho souboru. Z naffenych hodnot byl vypatan median, gimér a rozsah.

Tabulka¢.11B ukazuje vysledek Mann-Whitney testu, diky &eu mohurici, Ze rozdil
absolutnich hodnot {2 genové exprese mezi kontrolnim souborem a néagorov
liniemi je statisticky vyznamny, jelikoZz hodnotaj® mensi nez 0,001 u linii THP-1,
Uoc-M1, OCI/AMLS3, HL-60 a hodnota P je rovna 0,001 8nie TF-1.

Graf¢. 1

Zdroj: Vlastni vyzkum

oBACt Genova exprese Hsp70 u linii

1,8
1,6
14
1,2
1,0
0,8
0,6
0,4
0,2
0,0 -

THP-1 Uoc-M1  OCIAML3 HL-60 TF-1 Kontrolni

Soubor

B median genové exprese B Primér genové exprese

Hsp70 THP-1 Uoc-M1 OCI/AML3 HL-60 TF-1 Kontrolni S.

Medién 0,15 0,67 0,32 0,06 0,79 1,56
Pramér 0,17 0,81 0,39 0,08 0,93 1,54

Graf ¢. 1 ukazuje median a jnérnou hodnotu genové exprese Hsp70 srovnané
k refere@nimu vzorku u vSech kultivovanych narorovych lirdgle ukazuje median a
pramérnou hodnotu genové exprese Hsp70 u kontrolnihdd@ou Z dat vyplyva, Ze
genova exprese Hsp70 u nadorovych linii byla mg&%i exprese u kontrolniho souboru.
AvSak povrchova exprese Hsp70 byla vysoka u vSadhdoz ukazuji data z prokové
cytometrie. Z tohoto zjighi miZzeme vyvodit, Ze genova exprese Hsp70 nemusi

korespondovat s povrchovou expresi Hsp70.
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Tabulkagc.

Genova exprese HspBP1 u nadorovych linii ve srovisameferesnim vzorkem a

12A

genova exprese u kontrolniho souboru vybranéhaypoostudii

Zdroj: Vlastni vyzkum

Genova exprese HspBP1 u nadorovych linii a u konrol

niho souboru

Kontrolni
THP-1 Uoc-M1 OCI/AML3 HL-60 TF-1 soubor
5,53 9,57 4,21 11,43 35,24 1,47
8,13 11,58 3,18 10,84 28,15 1,89
5,40 10,24 2,77 12,49 38,57 2,78
9,13 13,87 6,07 20,92 30,94 1,68
5,28 9,18 1,92 17,20 26,62 2,30
4,71 10,72 5,67 10,35 31,39 1,92
4,56 11,12 571 13,72 30,68 1,32
3,75 7,77 4,67 22,36 22,43 1,57
3,28 9,10 2,43 17,12 23,43 1,23
3,31 5,40 5,77 22,07 51,92 1,09
3,82 4,75 1,73
3,36 7,45 1,75
2,46 1,13
2,63 1,56
3,43 3,66
1,48 2,01
7,72 0,87
1,57
2,60
1,99
1,96
Median 3,82 9,37 4,44 15,42 30,81 1,73
Primér 4,59 9,23 4,24 15,85 31,94 1,81
Rozsah | 1,48-9,13 | 4,75-13,87 | 1,92 -6,07 | 10,35- 22,36 | 22,43 - 51,92 | 1,09 - 3,66

Tabulka¢. 12B Mann-Whitney test HspBP1

Zdroj: Vlastni vyzkum

| Statistika Mann-Whitney test |
Linie Pravdépodobnost (P)
THP-1 6,14E-06 < 0,001
Uoc-M1 2,64E-06 < 0,001
OCI/AML3| 1,20E-04 < 0,001
HL-60 1,00E-05 < 0,001
TF-1 1,00E-05 < 0,001
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Tabulka¢. 12A ukazuje hodnoty genové exprese HspBP1 u oagion linii THP-1,
Uoc-M1, HL-60, TF-1 a OCI/AML3 ve srovnani s refe¢taim vzorkem a hodnoty
nantiené u kontrolniho souboru. Z n&ifanych hodnot byl vypsitan median, gmer

(viz Graf¢.2) a rozsah.

Tabulka¢.12B ukazuje vysledek Mann-Whitney testu, diky &eu mohuici, Ze rozdil
absolutnich hodnot {2 genové exprese mezi kontrolnim souborem a néagorov
liniemi je statisticky vyznamny, jelikoz hodnotaj® mensSi nez 0,001 u linii THP-1,
Uoc-M1, OCI/AML3, HL-60 a TF-1.

Graf¢. 2
Zdroj: Vlastni vyzkum

Genova exprese HspBP1 u linii

AACt
2

35

30 ~
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20
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THP-1 Uoc-M1 OCI/AML3 HL-60 TF-1 Kontrolni

Soubor

B median genove exprese B prdmér genové exprese

HspBP1 THP-1 Uoc-M1 | OCI/AML3 | HL-60 TF-1 Kontrolni S.

Median 3,82 9,37 4,44 15,42 30,81 1,73
Pramér 4,59 9,23 4,24 15,85 31,94 1,81

Graf ¢. 2 ukazuje median ajpnérnou hodnotu genové exprese HspBP1 (kochaperonu
Hsp70) srovnané k refémimu vzorku u vSech kultivovanych nadorovych lirdgle
ukazuje piimérnou hodnotu genové exprese u kontrolniho soubodat vyplyva, ze
genova exprese HspBP1 u nadorovych linii je vy8&i genova exprese u kontrolniho
souboru. NejvysSi exprese byla u nadorové linielTé&-dale u linie HL-60. Nejnizsi
genovou expresi z nddorovych linigka linie THP-1.
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Tabulka¢. 13A

Pomer mezi HspBP1/Hsp70 vypdany z genoveé exprese Hsp70 a HspBP1 (viz vySe) a
poner HspBP1/Hsp70 vypodtany z hodnot Hsp70 a HspBP1 &enych u kontrolniho
souboru

Zdroj: Vlastni vyzkum

‘ Pomér HspBP1/Hsp70 u nddorovéach linii a u kontrolniho s ouboru

Kontrolni
THP-1 Uoc-M1 | OCI/AML3 HL-60 TFE-1 soubor
42,02 22,07 15,35 224,25 58,97 0,84
50,50 20,74 22,31 155,35 32,74 1,85
35,65 12,01 4,10 220,99 61,74 3,05
38,77 12,30 14,05 256,31 37,22 1,24
41,69 15,41 9,27 296,00 21,88 3,07
44,42 13,24 5,62 93,37 45,93 1,32
14,29 12,22 15,35 437,48 47,79 0,86
13,75 3,48 11,12 129,50 11,18 0,69
18,89 14,24 11,49 536,88 31,44 0,85
13,78 12,57 33,05 197,31 48,15 0,66
28,48 10,14 1,02
18,51 10,75 1,12
34,98 0,79
24,56 0,97
27,82 2,32
24,74 1,72
31,69 0,33
0,85
2,32
1,06
1,21
Median 28,48 12,44 12,77 222,62 41,58 1,06
Pramér 29,68 13,27 14,17 254,74 39,70 1,34
13,21 - 3,49 — 4,07 — 94,07 — 11,16 -
Rozsah 50,81 22,26 33,93 570,52 62,21 0,33 -3,07

Tabulka¢.13B Mann-Whitney test HspBP1/Hsp70

Zdroj: Vlastni vyzkum

| Statistika Mann-Whitney test |
Linie Pravdépodobnost (P)
THP-1 1,73E-07 < 0,001
Uoc-M1 2,63E-06 < 0,001
OCI/AML3 1,00E-05 < 0,001
HL-60 1,00E-05 < 0,001
TF-1 1,00E-05 < 0,001
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Tabulka ¢.13A ukazuje porr HspBP1/Hsp70 vypdtany z genové exprese Hsp70 a
HspBP1. Z &chto hodnot byl vypg&itdn median, gmer (viz Graf¢.3) a rozsah.

Tabulka¢.13B ukazuje vysledek Mann-Whitney testu, diky &eu mohuici, Ze rozdil
absolutnich hodnot {2 genové exprese mezi kontrolnim souborem a néaghorov
liniemi je statisticky vyznamny, jelikoZ hodnotaj® mensi nez 0,001 u linii THP-1,
Uoc-M1, OCI/AML3, HL-60 a TF-1.

Grafé¢. 3

Zdroj: Vlastni vyzkum

oBACt Pomér HspBP1/Hsp70
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B median genové exprese H primér genoveé exprese

HspBP1/Hsp70| THP-1 Uoc-M1 OCI/AML | HL-60 TF-1 | Kontrolni S.

Median 28,48 12,44 12,77 222,62 | 41,58 1,06
Pramér 29,68 13,27 14,17 254,74 | 39,70 1,34

Graf ¢.3 ukazuje porer HspBP1/Hsp70, ktery byl vyg@an z genové exprese Hsp70 a
HspBP1. Kontrolni soubor ma ekvivalentni poriispBP1/Hsp70. U nadorovych linii
je tento pomdr vysSi ®Z u kontrolniho souboru. NejvySSi hodnota pBam

e

ma linie Uoc-M1.
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Tabulkac¢. 14A

Genova exprese Hsp27 u nadorovych linii ve srovaaeaferetnim vzorkem a genova

exprese u kontrolniho souboru vybraného pro tutdiist

Zdroj: Vlastni vyzkum

Genova exprese Hsp27 u nadorovych linii a u kontrol

niho souboru

Kontrolni
THP-1 Uoc-M1 OCI/AML3 HL-60 TF-1 soubor
196,45 9,48 34,77 13,42 8,50 0,40
258,20 12,64 21,64 14,03 12,79 1,06
288,20 8,64 32,66 11,86 27,64 1,17
347,84 10,04 - 7,63 26,31 0,82
442,41 14,42 14,63 5,38 55,15 2,45
332,34 26,11 22,78 18,48 28,45 0,24
319,14 16,88 18,18 15,05 29,47 1,49
314,33 - 36,63 18,62 83,14 2,37
264,82 29,91 16,96 14,91 28,50 2,09
295,69 43,90 47,59 23,78 2,21 0,68
317,00 35,09 2,29
216,37 35,75 0,31
247,45 1,10
322,57 1,75
292,84 1,18
231,87 0,82
316,31 0,58
0,69
0,81
1,59
1,00
Median 295,69 16,88 22,78 14,47 28,04 1,06
Primér 294,34 22,08 27,32 14,32 30,21 1,19
Rozsah| 196,45-442,4 | 8,64-439 | 146-47,6 | 538-23,78 | 2,2-83,14 | 0,24 -2,45

Tabulka¢ 14B Mann-Whitney test Hsp27
Zdroj: Vlastni vyzkum

| Statistika Mann-Whitney test
Linie Pravdépodobnost (P)
THP-1 1,73E-07 < 0,001
Uoc-M1 5,04E-06 < 0,001
OCI/AML3 2,09E-05 < 0,001
HL-60 1,00E-05 < 0,001
TF-1 1,79E-05 < 0,001
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Tabulka¢. 14A ukazuje hodnoty genové exprese Hsp27 u naglondinii THP-1, Uoc-
M1, HL-60, TF-1 a OCI/AML3 ve srovnani s refetafm vzorkem a hodnoty natifené
u kontrolniho souboru. Z naifenych hodnot byl vypitdan median, gimer (viz Graf
¢.4) arozsah

Tabulka¢. 14B ukazuje vysledek Mann-Whitney testu, dikyrémeu mohufici, Ze
rozdil absolutnich hodnot ¥&Y) genové exprese mezi kontrolnim souborem a
nadorovymi liniemi je statisticky vyznamny, jelikdibdnota P je mensi nez 0,001 u
linii THP-1, Uoc-M1, OCI/AML3, HL-60 a TF-1.

Grafé. 4

Zdroj: Vlastni vyzkum

AACt . -
2 Genova exprese Hsp27 u linii
350 o o
$° o
300 &
250 A
200
150 A
100 A
50 -
© O
SN
0 .
THP-1 Uoc-M1 OCI/AML3 HL-60 TF-1 Kontrolni
Soubor
B median genové exprese H pramér genové exprese
Hsp27 THP-1 Uoc-M1 OCI/AML3 HL-60 TE-1 Kontrolni S.
Median 295,69 16,88 22,78 14,47 28,04 1,06
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Graf ¢. 4 ukazuje median a jnérnou hodnotu genové exprese Hsp27 srovnané
k refere@nimu vzorku u vSech kultivovanych nadorovych linile ukazuje median a
pramérnou hodnotu genové exprese u kontrolniho soubodat vyplyva, Ze u vSech

linii je genova exprese zvysSena oproti kontrolnismuboru. NejvySSi hodnoty byly
byla zjiS€na u linie HL-60.
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Tabulka¢. 15A Genova exprese Hsp60 u nadorovych linii wrsdini s referamim

vzorkem a genova exprese kontrolniho souboru vyrampro tuto studii

Zdroj: Vlastni vyzkum

Genova exprese Hsp60 u nadorovych linii a u kontrol

niho souboru

Kontrolni

THP-1 | Uoc-M1 | OCI/AML3 | HL-60 | HL-60 (2) | TF-1 | TF-1(2) | soubor
16,29 32,10 25,45 43,31 52,57 25,97 | 34,84 1,25
25,65 36,18 24,81 59,05 52,53 4271 | 35,60 0,52
35,34 30,85 20,53 51,79 56,62 30,41 | 27,47 0,83
35,20 37,30 20,38 37,71 38,59 32,78 | 27,44 0,36
30,15 35,62 16,47 68,99 61,37 39,87 | 25,43 2,00
32,74 36,16 17,09 40,47 48,66 32,33 | 31,31 0,52
11,73 40,96 14,02 60,95 50,71 34,72 | 30,99 0,87
13,43 18,72 22,42 50,08 49,01 48,53 | 29,41 1,90
13,30 29,87 12,08 44,57 39,06 38,35 | 43,26 1,40
24,43 26,04 23,72 60,57 53,81 60,10 | 66,63 0,55
22,60 33,03 0,83
28,49 32,40 0,57
17,48 1,04
28,54 0,70
24,84 1,44
22,75 0,74
38,13 1,07
0,84
1,39
1,46
0,83
Median 24,84 32,72 20,45 50,94 51,62 36,53 | 31,15 0,84
Primér 24,77 32,44 19,69 51,75 50,29 38,58 | 35,24 1,01

11,73-| 18,72-| 12,08- | 37,71-| 38,59- |25,97-| 25,43 -
Rozsah 38,13 40,96 25,45 68,99 61,37 60,10 | 66,63 0,36 — 2

Tabulka¢. 15B Mann-Whitney test Hsp60

Zdroj: vlastni vyzkum

| Statistika Mann-Whitney test ‘

Linie Pravdépodobnost (P)
THP-1 1,72E-07 < 0,001
Uoc-M1 2,62E-06 < 0,001

OCI/AML3 | 9,95E-06 < 0,001
HL-60 9,95E-06 < 0,001
HL-60 (2) 9,95E-06 < 0,001

TF-1 9,95E-06 < 0,001

TF-1(2) 9,95E-06 < 0,001
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Tabulka¢.15A ukazuje hodnoty genové exprese Hsp60 u nagtoholnii THP-1, Uoc-
M1, HL-60, TF-1 a OCI/AML3 ve srovnani s refetafm vzorkem a hodnoty natifené
u kontrolniho souboru. Z naifenych hodnot byl vypitdan median, gimer (viz Graf

¢.5) arozsah

Tabulka¢.15B ukazuje vysledek Mann-Whitney testu, diky &eu mohuici, Ze rozdil
absolutnich hodnot {2 genové exprese mezi kontrolnim souborem a néagorov
liniemi je statisticky vyznamny, jelikoz hodnotaj® mensSi nez 0,001 u linii THP-1,
Uoc-M1, OCI/AML3, HL-60 a TF-1.

Graf¢. 5
Zdroj: Vlastni vyzkum

Genova exprese Hsp60 u linii
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THP-1 Uoc-M1 OCI/AML3  HL-60 HL-60 (2) TF-1 TF-1(2) Kontrolni

Soubor

‘ B median genové exprese B prdmér genové exprese ‘

Hsp60 | THP-1 | Uoc-M1 | OCI/AML3 | HL-60 | HL-60 (2) | TF-1 | TF-1(2) | Kontrolni S.

Medidn | 24,84 | 32,72 20,45 50,94 51,62 36,53 | 31,15 0,84
Primér | 24,77 | 32,44 19,69 51,75 50,29 38,58 | 35,24 1,01

Graf ¢. 5 ukazuje median a jnérnou hodnotu genové exprese Hsp60 srovnané
k referegnimu vzorku u vSech kultivovanych nadorovych liaimedian a gmérnou
hodnotu genové exprese negativnich kontrol. Z gptyva, Ze u vSech linii je genova
exprese zvysena oproti kontrolnimu souboru. Nejvggprese byla naghena u linie
HL-60 a dale u linie TF-1 (tyto linie byly &eny dvakrat, a to ztsvodu kontroly
spravnosti provedeni d&eni). NejnizSi hodnoty byly zji&y u nadoroveé linie
OCI/AML3.
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Tabulka¢. 16A
Genova exprese Hsp90 u nadorovych linii ve srovaaeferetnim vzorkem a genova
exprese kontrolniho souboru vybraného pro tutoiistud

Zdroj: Vlastni vyzkum

| Genova exprese Hsp90 u nadorovych linii a u kontrol ~ niho souboru

kontrola
THP-1 Uoc-M1 OCI/AML3 HL-60 TF-1 Hsp90
3,22 7,50 8,55 7,62 8,40 0,59
4,09 9,52 4,63 8,31 12,01 0,35
5,96 8,00 3,74 13,30 9,17 0,71
5,98 10,53 6,67 6,57 4,80 0,34
5,43 10,77 3,07 3,89 8,26 1,28
5,03 10,48 3,24 6,20 12,71 0,67
2,01 11,71 4,99 6,05 11,00 0,81
1,60 7,02 6,19 14,18 15,13 0,84
2,27 7,63 3,66 5,74 10,09 0,89
4,17 9,25 6,79 7,87 18,42 0,62
3,70 8,68 1,01
6,06 11,52 0,87
3,13 1,06
5,58 0,63
4,24 1,42
3,78 0,92
5,10 0,84
1,23
1,42
0,98
0,96
Median 4,17 9,39 4,81 7,09 10,54 0,87
Prameér 4,20 9,39 5,15 7,97 11,00 0,88
Rozsah || 1,60-6,06 | 7,02-11,71 | 3,07-8,55 | 3,89-14,18 | 4,80-18,42 | 0,35-1,42

Tabulka¢.16B Mann-Whitney test Hsp90

Zdroj: Vlastni vyzkum

| Statistika Mann-Whitney test

Linie Pravdépodobnost (P)
THP-1 1,73E-07 < 0,001
Uoc-M1 2,63E-06 < 0,001

OCI/AML3 | 1,00E-05 < 0,001
HL-60 1,00E-05 < 0,001
TF-1 1,00E-05 < 0,001
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Tabulka¢. 16A ukazuje hodnoty genové exprese Hsp90 u naglondinii THP-1, Uoc-
M1, HL-60, TF-1 a OCI/AML3 ve srovnani s refetafm vzorkem a hodnoty natifené

u kontrolniho sooboru. Z naifenych hodnot byl vypitdan median, gimer (viz Graf
¢.6) arozsah.

Tabulka¢.16B ukazuje vysledek Mann-Whitney testu, diky &eu mohuici, Ze rozdil
absolutnich hodnot {2Y) genové exprese mezi kontrolnim souborem a néagorov
liniemi je statisticky vyznamny, jelikoz hodnotaj® mensSi nez 0,001 u linii THP-1,
Uoc-M1, OCI/AML3, HL-60 a TF-1.

Graf¢. 6
Zdroj: Vlastni vyzkum

Genova exprese Hsp90 u linif
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THP-1 Uoc-M1 OCI/AML3 HL-60 TF-1 Kontrolni
Soubor
B median genové exprese B prameér genové exprese
Hsp90 THP-1 Uoc-M1 | OCI/AML3 | HL-60 TF-1 | Kontrolni S.
Median 4,17 9,39 4,81 7,09 10,54 0,87
Pramér 4,20 9,39 515 7,97 11,00 0,88

Graf ¢. 6 ukazuje median a jnérnou hodnotu genové exprese Hsp90 srovnané
k referegnimu vzorku u vSech kultivovanych nadorovych limile ukazuje median a
praimérnou hodnotu genové exprese u kontrolniho soubddat vyplyva, Ze u vSech
linii je zvySena genova exprese Hsp90 oproti kdninau souboru. Nejsou zde vyrazné
rozdily v expresi mezi jednotlivymi nadorovymi kemi. Hodnoty Hsp90 byly nejmén
zvySené oproti genové expresi ostatnich Hsp. Néjuyddnoty Hsp90 byly natieny u

linie TF-1 a dale u linie Uoc-M1. NejnizSi hodnobyly zjiStny u nadorové linie
THP-1.
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Graf ¢.7 Genova exprese Hsp70, HspBP1, HspBP1/Hsp70, Gidpép27 a Hsp9O0
u nadorové linie THP-1

Zdroj: Vlastni vyzkum
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THP-1 Hsp70 HspBP1 HspBP1/Hsp70 Hsp27 Hsp60 Hsp90
Median 0,15 3,82 28,48 295,69 24,84 4,17
Pramér 0,17 4,59 29,68 294,34 24,77 4,20

Graf¢.7 ukazuje genovou expresi Hsp u THP-1 linie. THje-linie odvozena do AML
M5 - tzv. monoblastické leukémie. U této linie jankantd zvySend genova exprese
Hsp27 oproti expresi Hsp60, Hsp90, HspBP1 adrarkispBP1/Hsp70. Hsp70 genova
exprese je u této linie negativni. Pokud by gen@xprese Hsp27 korelovala
s proteinovou expresi Hsp27, mohli bychomifrep posuzovat progn6zu onemeoh
N¢které studie prokézaly, Ze zvySena proteinova esepkesp27 u nadorovych linii vede
k odolnosti &chto burk vici tepelnému Soku, cis-platin staurosporinu a peroxidu
vodiku (Lee et al. 2006). Krafrtoho nadoroveé linie se zvySenou expresi Hsp27 maji
zpomaleny bug&ny cyklus, coz v tisledku nmiize vést k chemorezistenéchto burgk
(Lee et al. 2006, Vargas Raig et al. 1997fktdré studie dokonce poukazuji na
schopnost Hsp27 zvySovat metastaticky potenciaingktzv. nahych mysi, a zvySuji
tak jejich rezistenci &i terapii (Blackburn et al. 1997, Katoh et al. 2R00 lidského
karcinomu prsu bylo prokazano, Ze Hsp27 podporujgrani nadorovych butk
(Ki Deok et al. 2005).
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Graf¢.8
Genova exprese Hsp70, HspBP1, HspBP1/Hsp70, H$t&iR7 a Hsp90 u nadorové
linie Uoc-M1

Zdroj: Vlastni vyzkum

HBACt Genova exprese Hsp u linie Uoc-M1
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Uoc-M1 Hsp70 HspBP1 HspBP1/Hsp70 Hsp27 Hsp60 Hsp90
Median 0,67 9,37 12,44 16,88 32,72 9,39
Primér 0,81 9,23 13,27 22,08 32,44 9,39

Graf ¢. 8 ukazuje genovou expresi Hsp u Uoc-Mllinie. Wate linie odvozena do
AML M1 - tzv. myeloblastické leukémie bez vyzravauitéto linie je nejvice zvySena
genova exprese Hsp60 oproti genové expresi HspZp9® HspBP1l a poiru
HspBP1/Hsp70. Hsp70 genova exprese je u této hegativni. Pokud by genova
exprese Hsp60 korelovala s proteinovou expresi G{spBohli bychom nefmo
posuzovat progn6zu onemaaom. U Hsp60 bylo prokazéno, Ze podporuje apoptotu a
regulaci Kaspazy 3 (Samali et al. 1999). Hsp60 esema row¥ vliv na monocyty,
makrofagy a dendritické kky a u lidskych bugk Hsp60 indukuje sekreci IL-6
z makrofag@ (Kol et al. 2000). Endogenni Hsp60 umoje také rychlé uvokni TNF-,

a NO z makrofaf) (Chen et al. 1999). Zarokebyl prokazan pozitivni vztah mezi
hladinou endogenniho Hsp60 a fiepivou prognézou u pacignts akutni myeloidni

leukémii (Emura et al. 2000).
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Graf¢.9

Genova exprese Hsp70, HspBP1, HspBP1/Hsp70, H$t&i7 a Hsp90 u nadorové
linie OCI/AML3

Zdroj: Vlastni vyzkum

HAACt Genova exprese Hsp u OCI/AML3
30,00
25,00
20,00
15,00
10,00
5,00
0,00
Hsp70 HspBP1 HspBP1/Hsp70 Hsp27 Hsp60 Hsp90
m Median genove exprese B Prdmér genové exprese
OCI/AML3| Hsp70 HspBP1 | HspBP1/Hsp70 | Hsp27 Hsp60 Hsp90
Median 0,32 4,44 12,77 22,78 20,45 4,81
Primér 0,39 4,24 14,17 27,32 19,69 5,15

Graf ¢. 9 ukazuje genovou expresi Hsp u OCI/AML3 linieCKAML3 je linie

odvozena do AML M4 tzv. myelomonoblasticka leukémiig této linie je nejvice

zvySena genova exprese Hsp27 a dale Hsp60 opmigesxHspBP1, Hsp90 a pém

HspBP1/Hsp70. Hsp70 genova exprese je u této hegativni. Pokud by genova

exprese Hsp27 a Hsp60 korelovala s proteinovou esxpHsp27 a Hsp60, mohli

bychom nefimo posuzovat progn6zu onemeénn(viz vyse).
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Grafé. 10

Genova exprese Hsp70, HspBP1, HspBP1/Hsp70, H$&iR7 a Hsp90 u nadorové

linie HL-60

Zdroj: Vlastni vyzkum
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HL-60 Hsp70 | HspBP1 | HspBP1/Hsp70 | Hsp27 | Hsp60 Hsp60 (2) Hsp90
Median 0,06 15,42 222,62 14,47 50,94 51,62 7,09
Primér 0,08 15,85 254,74 14,32 51,75 50,29 7,97

Graf ¢. 10 ukazuje genovou expresi Hsp u HL-60 linie

. 60_4je linie odvozena do

AML M2 - tzv. myeloblastické leukémie &asténym vyzravanim. U této linie je
nejvice zvysSeny poen HspBP1/Hsp70 a genova exprese Hsp60 oproti geerpéesi
HspBP1 Hsp27, Hsp90. Hsp70 genova exprese je ulité& negativni. Pokud by
genova exprese Hsp60 korelovala s proteinovou skptep60, mohli bychom n&mo
posuzovat prognézu onemaon (viz vyse). Posuzovat prognézu onentadrbychom
mohli i v pripac, pokud by porér HspBP1/Hsp70, ktery byl vyg@an z genové
exprese Hsp70 a HspBP1, odpovidal proteinovémupoiispBP1/Hsp70. Nadorove
buiky s vysokym molarnim poénem HspBP1/Hsp70 intracelularnich Hsp byly vice
citlivé na chemoterapeutickouctiu nez ty, které gy tento pondr nizky (Tanimura et
al. 2007). Bylo zji&no, ze protinddorové Iéky zvySujici expresi HspBRteré pak
specificky vazi proteiny Hsp70, tak znemaj schopnost Hsp70 inhibovat apoptozu

asociovanou s permeabilizaci lysoZo(fanimura et al. 2007).
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Graf ¢. 11 Genova exprese Hsp70, HspBP1, HspBP1/Hsp7#6tHsp27 a Hsp90
u nadorove linie TF-1
Zdroj: Vlastni vyzkum
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Median 0,79 30,81 41,58 28,04 36,53 31,15 10,54
Pramér 0,93 31,94 39,70 30,21 38,58 35,24 11,00

Graf ¢. 11 ukazuje genovou expresi Hsp u TF-1 linie. Tje-linie odvozend do AML
M6 - tzv.erytroblastové leukémie. U této linie jshadnoty genové exprese HspBP1,
Hsp27, Hsp60 a po¥n HspBP1 vyrovnané. NejniZsi je genova exprese BlsB@nova
exprese Hsp90 je u linie TF-1 nejvySSi ze vSechiviadanych linii. Hsp70 genova
exprese je u této linie negativni. Pokud by gen@xprese Hsp90 korelovala
s proteinovou expresi Hsp90, mohli bychomifrep posuzovat progn6zu onemeoh
Bylo zjiStno, Ze vysok& exprese Hsp90 koreluje se Spatnognprou onemocimi.
Vysoka exprese intracelularnino Hsp90 byla pozamava bugk AML se Spatnou
prognézou onemoeéni. Toto zjiS¢ni naznduje, Ze Hsp90 ma roli ipzivani
nadorovych bugk a v jejich rezistenciii chemoterapii (Flandrin et al. 2008).

Grafy ¢. 7, 8, 9, 10 a 11 také poukazuji na skntest, Ze kultivované nadorové linie
maji velice heterogenni expresi Hsp.
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4.3. Vysledky pitokové cytometrie

Pro nefeni povrchové expresetpokovou cytometrii byly vybrany nasledujici
vzorky: z linie Uoc-M1 to bylo 15 vzotkD+5 az D+68, z linie HL-60 to bylo 16
vzorka D+4 az D+57, z linie OCI/AMLS3 to bylo 15 vzoikD+8 az D+57, z linie THP-1
to bylo 15 vzork D+12 az D+68 a z linie TF-1 to bylo 15 vz6rR+3 az D+55.

Praitokovou cytometrii bylo zjiho procentualni zastoupeni znaku Hsp70 na
povrchu bugk nadorovych linii. ,Cut off* hodnota (hodnota ppozitivitu meieni) byla
10% Hsp70 znaku na povrchu nadoroveé linie. V nagliisbylo prokazano, ze vSechny
linie tuho hodnotu &kolikanasobn piekratily. Procentualni zastoupeni Hsp70 na

povrchu nadorovych linii je v Tabuleel7

Tabulkac. 17
Povrchova exprese Hsp70 u nadorovych linii Uoc-ML;60, OCI/AML3, THP-1 a
TF-1 v konkrétnich dnech kultivace linii

Zdroj: Vlastni vyzkum

UoC-M1 HL - 60 OCI/AML3 THP-1 TE-1

Hsp70 Hsp70 Hsp70 Hsp70 Hsp70
Den |exprese| Den |exprese| Den |exprese| Den |exprese| Den |exprese
kultivace| (%) |kultivace| (%) |kultivace| (%) |kultivace| (%) |kultivace| (%)

5 44,5 4 71,9 8 99,6 12 87,4 3 87,7
8 78,1 8 31 11 80,3 15 80 7 99,7
12 31,6 11 38,8 15 75 20 94,1 10 93,9
15 62,8 15 35,6 18 88,1 26 85,6 14 77,7
19 87,9 18 33,1 22 70,5 29 91,2 17 74,2
22 55,2 22 19,7 25 73,1 33 84,7 20 86,7
26 77,5 25 82,8 29 87 39 69,7 23 79,5
29 55,5 29 80,3 32 82,1 43 75,4 27 70,8
33 32,3 32 77,8 36 83,3 47 31,1 30 72,7
39 38,3 36 39 39 69 50 51,6 34 77,5

43 61,2 39 54,5 43 98,5 54 56,4 37 94,9
47 22,9 43 63,5 46 65,9 57 73,9 44 68,7
61 34,4 46 22,4 50 80,7 61 36,3 48 85,9
64 56,5 50 36,7 53 82,4 64 13,6 51 87,9
68 88,7 53 43,5 57 95,5 68 37,2 55 97,8
57 62,4

Median 55,5 Median 41,3 Median 82,1 Median 73,9 Median 85,9
Primér | 55,2 Primér | 49,6 Primér 82,1 Pramér 64,5 Prdmér 83,7
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Graf¢.12
Povrchova exprese Hsp70 u nadorovych linii

Zdroj: Vlastni vyzkum
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Graf ¢. 12 ukazuje median a {pnérnou hodnotu povrchové exprese (%) Hsp70
u nadorovych linii THP-1, Uoc-M1, OCI/AML3, HL-60TF-1. Nejvyssi hodnota
povrchové exprese byla n&fena u linie TF-1 a dale u linie OCI/AML3. Nicmg&n

u v8ech nadorovych linii byla zj&ta vysoka povrchova exprese Hsp70. Povrchova
exprese Hsp70 byla ¢&fena u vSech nadorovych linii vimehu celé kultivace.

U nadorovych linii doch&zelo k poklesu i vzestupwrnghové exprese Hsp70, vzdy ale
byly nantieny signifikantni hodnoty s viceh 10% pozitivnich butk. Bylo rovnsz
Zjisténo, Ze povrchova exprese Hsp70 u nadorovych lekbreluje s genovou expresi,

kterd byla negativni, coZ bylo prokdzano metododFR (viz vyse).
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5. Diskuse

Proteiny tepelného Soku se podileji na patogemskterych malignich nadar
nicméré nemaji vliv na tumorogenezi vSech karcinonNeni pravidlem, Ze vSechny
molekularni chaperony jsou vysoce exprimovanyibghu vyvoje a formovani nadoru.
Tato skuténost naznéuje, Ze existuji specifické molekularni &ny, které vedou ke
zvySeni, nebo naopak snizeni exprese prdtegpelného Soku (Calderwood and
Sherman et al. 2007).¢které studie prokazaly vysokou expresi Hsp v Sinolspektru
lidskych solidnich naddr Proteiny tepelného Soku se podileji na tumoragiene
prostednictvim specifickych z&m ve své expresi (veétsiné pripadi je to zvySeni
exprese), zvySend exprese Hsp pak vede Kk odolm@ipfi vici nepiznivym
podminkdm, mimo jiné i k odolnostitwi protinadorové terapii (Calderwood and
Sherman et al. 2007)

Hsp60 akceleruje aktivaci prokaspazy 3 cytochron@nak urychluje aktivaci
kaspazové kaskadyimz prispiva k rychlé a snadné aktivaci apoptdzy (Xanttakis et
al. 1999).

Byla vyslovena hypotéza, Ze geneticka nestabibidonove biiky ji umoziuje
ziskat 6 dlezitych vlastnosti, které jsou charakteristické w#tSinu karcinon, jsou to:
vlastni signalizace praist buiky (1), necitlivost k signalizaci podajici burécny rist
(2), schopnost vyhnout se apoptoze (3), trvalacaegieze (4), neomezeny repliké
potencial (5), schopnost invazivity a metastazoy@hiHanahan and Weinberg 2000).
Hsp90 je dlezity pro ziskani a udrzeni vSeckchto schopnosti nadorové ity
(Bagatell and Whitesell, 2004). Hsp90 rézrmize povolit vznik genetické nestability,
na které zavisi vznik kazdého ze 6 zinalddorovych bugk (Chiosis et al. 2004, Goets
et al. 2003, Isaacs et al. 2003, Workman, 2004 nghand Burrows 2004). Hlavni
funkce Hsp90 v tumorogenezi je, Ze unmae vznik mutovaného fenotypu nadorove
buiky, a to cestouies inaktivaci DNA opravnych prota&iriMSH2 (Fishel et al. 1993,
Fishel and Kolodner, 1995).

Na rozdil od Hsp90, Hsp70 a Hsp27 nejséimp mediatory proliferace, ale
zprostedkovavaji vznik lidskych karcinaimalternativnimi mechanismy, které zahrnuji
inhibici programované bwiné smrti a senescence, coz je jeden z charakt&jyisti
rysi malignich nadar (Gerner a Schneider, 1975). Byly podamggwdcivé dikazy, ze

vysoka exprese Hsp27 a Hsp70 inhibuje na kaspazdependentni aktivaci apoptozy
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(Beere, 2001). Molekularni cile Hsp27 a Hsp90 vk této drahy jsou: c-jun kinaza,
apaf-1 a kaspaza 3 (Beere, 2001).

Toto je prvni prace, ktera se zabyvala 2jisin genové exprese Hsp27. Nejsou
znamé zadné studie, které by poskytovaly data itjikae genove exprese Hsp27.
Extrémni hodnoty genové exprese Hsp27 byly ¢any u linie THP-1, zvySené
hodnoty oproti hodnotam kontrolniho souboru bylymdégeny u linii Uoc-M1,
OCI/AML3, HL-60, TF-1 tyto linie vykazovaly podobnéodnoty genové exprese. U
Zzadné kultivované linie nebyly hodnoty Hsp27 negdti Frestoze genova exprese
nemusi korelovat s proteinovou expresi, Scheppeak €chepers et al. 2005) uvadi ve
své studii vysokou proteinovou expresi Hsp27 elifHP-1 a lehce zvySenou expresi u
linie TF-1 a negativni expresi u HL-60, coz by odigalo mym vysledk genove
exprese Hsp27, ktera byla u linie HL-60 nejnizSiotipostatnim leukemickym liniim.
Studie Lee et al. 2007 prokazala, Ze zvySena poidi exprese Hsp27 u nadorovych
linii vede k odolnosti&hto burtk vici tepelnému Soku, cis-platin staurosporinu a
peroxidu vodiku (Lee et al. 2007). Kréntoho nadorové linie se zvySenou expresi
Hsp27 maji zpomaleny b&&ny cyklus, coz v disledku niize vést k chemorezistenci
téchto burkk (Lee et al. 2006, Vargas Raig et al. 1997)¢chto zjiSeni vyplyva, ze
pokud je v leukemickych Hik&ch extrémé zvySena proteinova exprese Hsp27,
progndza onemoeni je zavazna.

Toto je prvni prace, ktera se zabyvala 2jisin genové exprese Hsp60. Nejsou
znamé zadné studie, které by poskytovaly data itjikae genové exprese Hsp6O.
U vSech kultivovanych linii byly hodnoty genové esge zvySené oproti hodnotam
kontrolniho souboru. Nejvice byla zvySena expre$inie HL-60. Ostatni linie THP-1,
OCI/AML3, Uoc-M1, TF-1 nély podobné hodnoty genové exprese. Rozdil mezi BIL-6
a ostatnimi liniemi nebyl tak markantni jako u gelm@xprese Hsp27. U Hsp60 bylo
prokazano, ze podporuje apoptozu, a to regulagazys3 (Samali et al. 1999). Hsp60
exprese ma rowi vliv na monocyty, makrofadgy a dendritickénly a u lidskych
burgtk Hsp60 indukuje sekreci IL-6 z makrofagKol et al. 2000). Endogenni Hsp60
umoziuje také rychlé uvokini TNF-« a NO z makrofag (Chen et al. 1999). Zarowe
byl prokadzan pozitivni vztah mezi hladinou endodkonHsp60 a nefznivou
progndzou u paciefits now diagnostikovanou akutni myeloidni leukémii (Emataal.
2000). Z &chto zjiseni vyplyva, ze Hsp60 by mohl mit prediktivni hodmetprognoze

now diagnostikované akutni myeloidni leukémii.
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Zjistili jsme vysokou proteinovou expresi Hsp70 pavrchu kultivovanych
nadorovych linii. Toto zji$hi je v souladu s daty publikovanymi v praci Hromikava
and Sedlé&kova 2008; Hromadnikova et al. 2010 (viz str. 94ySak tato pozitivni
proteinova exprese nekorelovala s genovou expdesidive byl popsan stav, kdy
v jedné biice byla zji&na jak pozitivni povrchové exprese Hsp70, tak riegat
genové exprese Hsp70, a todzmych typech leukemickych linii. Z tohoto z{igt
vyplyva, Ze zde musi bytrfpomen mechanizmus ,negativniétpé vazby”, ktery timto
zpasobem reguluje produkci Hsp70, aby nedochazelodkn&aé produkci proteinu
(Hromadnikova and Sedlackova 2008). Experimentatodie prokazaly, Ze Hsp70
hraje vyznamnou roli v ochranbuiky pied cytotoxickymi dinky hypertermie a
nadorové terapie (Barnes et al. 2001; Ciocca e2@3). Velké mnoZstvi klinickych
studii prokazalo pozitivni korelaci mezi zvySenogpresi Hsp70 a Hsp27 a invazivitou
nadoru / metastatickou schopnosti néd¢Ciocca and Calderwood, 2005). Z toho
muzeme vyvodit z&kr, Ze vysoka exprese Hsp70 u leukemickychékumd prediktivni
hodnotu pro Spatnou progndézu onemwin

Toto je prvni prace, ktera se zabyvala Zjigih genové exprese HspBP1 (co-
chaperon Hsp70). Nejsou znamé zadné studie, kiengobkytovaly data tykajici se
genové exprese HspBP1. U vSech kultivovanych leitigroh linii byla signifikantg
zvySena genova exprese HspBP1. NejvySSi genovésxpiyla nagtena u TF-1, dale
u HL-60 linie a ostatni linie sty podobnou genovou expresi HspBP1. Bylo zaiove
prokazano, ze genova exprese HspBP1 je vysSi ndioho genové exprese Hsp70.
HspBP1 byl gvodre identifikovan jako protein interagujici s Hsp7Qety inhibuje
navazani ATP do ATP vazebné domény Hsp70 (RaynésGarerriero 1998). Pozj
bylo prokadzano, Zze HspBP1 je tzv. ,nucleotid exg®amactor”, ktery mZzeme najit
v cytosolu sadich burgk (Kabani, 2002). Biologicky HspBP1 podporuje detza
proteini a blokuje anti-apoptotickou funkci stresem indukogho Hsp70 (Tanimura et
al. 2007, Alberti et al. 2004). Krafrtoho bylo zjis¢no, Ze biiky s vysokym porérem
HspBP1/Hsp70 jsou senzitivni k chemoterapeutickiésl€Tanimura et al. 2007)

Z genoveé exprese HspBP1 a Hsp70 byl sdvepa@itan pongr HspBP1/Hsp70.
Extrémré vysoka hodnota po¥ru HspBP1/Hsp70 byla vygtena u linie HL-60,
u ostatnich linii nil tento pongr podobné hodnoty, ale vZzdy se jednalo o hodno§givy
nez u kontrolniho souboru. Kontrolni soubogl rakvivalentni ponsr HspBP1/Hsp70.
Proteinovy porr HspBP1/Hsp70 odrazi progn6zu onemadn Pokud by genovy
poner HspBP1/Hsp70 korespondoval s proteinovym g@m, mohli bychom néfmo
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posuzovat progn6zu onemaeon. Vysoka Hsp70 proteinova exprese koreluje stnépa
prognézou onemoeni (anti-apoptotickd funkce Hsp70). Vysoka exprésspBP1
koreluje s dobrou progn6zou onemaei(blokuje anti-apoptotické funkce Hsp70jm
je tento pomr HspBP1/Hsp70 vysSi, tim je progndéza onendacrepsi, alespo ve
smyslu neschopnosti nddorovych/leukemickychékumeomezenéhoigzivani a jejich
citlivosti k protinddorové terapii.

Genova exprese Hsp90 byla zvySena u vSech kulthnymraleukemickych linii.
Tento Hsp90 byl nejménzvySeny ze vSech ostatnich sledovanych Hsp. N&jvys
genova exprese Hsp90 byla zjisa u leukemické linie TF-1 a dale u linie Uoc-M1,
genova exprese u ostatnich kultivovanych linii bytalobna, ale vzdy byla vysSi nez
negativni kontrola. Bylo zji8ho, Ze vysoka proteinova exprese Hsp90 koreluje se
Spatnou progndézou onemaeoi. Vysoka exprese intracelularniho Hsp90 protdigia
pozorovana u butk AML se Spatnou progndézou oneméoh Toto zjiSéni naznauje,
Ze Hsp90 ma roli vilezivani nddorovych bk a v jejich rezistenci i chemoterapii
(Flandrin et al. 2008). Pokud by genova expreseOB$prelovala s povrchovou expresi
Hsp90, pak bychom mohli nEmo posuzovat prognézu onemeéon Hodnoty genoveé
exprese by v tomtoifpact meély prediktivni hodnotu pro dobrou prognézu onemiin

Na za¥r bylo prokdzano, Ze Hsp genova exprese u nadonoligd THP-1,
Uoc-M1, OCI/AML3, HL-60, TF-1 je velice heterogenoproti normalnim (nadoreav
netransformovanym) likam. Heterogenita vyjddni genové exprese jednotlivych Hsp
je patrna i mezi jednotlivymi nadorovymi liniemi, kazdé linie byla genova exprese

jednotlivych Hsp odliSna.
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6.Zavér

Cilem mé prace bylo studium povrchové a genové esepikonkrétnich Hsp
u konkrétnich nadorovych linii odvozenych dégdmych typi akutni myeloidni leukémie.
Ma prace prokazala, ze povrchova exprese Hsp70relelk® s genovou expresi Hsp70
u nadorovych linii THP-1, Uoc-M1, OCI/AML3, HL-60TF-1. Bylo zjis€no, Ze
u téchto linii je vysoka povrchova exprese Hsp70, @&eraya exprese Hsp70 byla nizsi
nez genova exprese naf@na u kontrolniho souboru. Dale jsem prokazalaatmrove
linie THP-1, Uoc-M1, OCI/AML3, HL-60, TF-1 maji viee heterogenni genovou
expresi Hsp27, Hsp70, HspBP1, Hsp60 a Hsp90. Ué&kdihie byl namdfen velice
individualni profil Hsp27, Hsp70, HspBP1, Hsp60 apd0 genové exprese. Z§isa
genova exprese Hsp27, HspBP1, Hsp60 a Hsp90&yy Iyt porovnana s povrchovou
expresi. Povrchova exprese Hsp27, HspBP1l, Hsp6Gp@Mje pedmétem dalSiho
studia, které provadi vyzkumna skupina v Labadiatwlekularni biologie a patologie
buiky na 3. Iékéské faku¢ Univerzity Karlovy.
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8. Kli¢ova slova

8.1. Klicova slova weském jazyce

Proteiny tepelného Soku
Hsp27

Hsp70

Hsp90

HspBP1

Hsp60

Akutni myeloidni leukémie
THP-1

Uoc-M1

OCI/AML3

HL-60

TF-1

Tumorogeneze

8.2. Klicova slova v anglickém jazyce

Heat shock proteins
Hsp27

Hsp70

Hsp90

HspBP1

Hsp60

Acute myeloid leukaemia
THP-1

Uoc-M1

OCI/AML3

HL-60

TF-1

Tumorogenesis
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9. Prilohy

9.1. Seznam pouZitych zkratek

7-AAD
AlF

ALL
AML
AML MO
AML M1
AML M2
AML M3
AML M4
AML M5
AML M6
AML M7
Apaf-1
APC
APL

CD
CNS
CSF-GM
DNA
FAB
FCS
FISH
FITC

FIt3

7-Amino-Actinomycin D

Apoptosis Inducting Factor
Akutni Lymfoidni Leukémie
Akutni Myeloidni Leukémie
Akutni Myeloidni Leukémie typu MO
Akutni Myeloidni Leukémie typu M1
Akutni Myeloidni Leukémie typu M2
Akutni Myeloidni Leukémie typu M3
Akutni Myeloidni Leukémie typu M4
Akutni Myeloidni Leukémie typu M5
Akutni Myeloidni Leukémie typu M6
Akutni Myeloidni Leukémie typu M7
Apoptoti peptidase factor 1
Antigen Presenting Cell

Akutni promyelocytarni leukémie
Cluster of Designation

Centralni Nervova Soustava
Colony Stimulating Factor - Granulocyte amohocyte
Deoxyribonucleic Acid

French — American — British clasificatio
Fetal Calf Serum

Fluorescence In Situ Hybridization
Fluorescein isothiokyanat

FMS - like tyrosine kinase 3



GATA-1
GvHD
GvL
IL-18
INFy
MEM-a
MHC |
MHC I
NK
PAS
PBS
PCR
PDGF
PE
PTEN
RNA
RPMI 1640
RTK
TLR
TNFa
TPO
TRM

WHO

Globin Transcription Factor 1
Graft versus Host Disease

Graft versus Leukaemia
Interleukin B

Interferony

Minimum Esential Mediumo:

Major Histocompatibility Complex |
Major Histocompatibility Complex Il
Natural Killers

Periodic Acid Schiff

Phosphate Buffer Saline
Polymerase Chain Reaction
Platelet Derived Growth Factor
Phycoerythrin

Phosphatase and tensin homolog
Ribonucleic Acid

Roswell Park Memorial Institute (Moorehédium
Receptor Tyrosine Kinases

Toll - Like Receptors

Tumor Necrosis Factar
Trombopoetin

Treatment Related Mortality

World Health Organization



