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AAAbbbssstttrrraaakkkttt   

V posledních desetiletích se s rozvojem imunologických a molekulárně biologických 

metod vyvíjí nové diagnostické a léčebné postupy, které umoţnují včasnou diagnostiku 

choroby, zajišťují stratifikaci pacientů do léčebných skupin a směřují k individuální 

terapii. Naprosto zřetelné jsou výsledky týkající se leukémií. Současné léčebné postupy 

umoţňují nejen delší přeţití pacientů, ale často i jejich trvalé vyléčení. Avšak věda jde 

ještě dále, v současné době probíhá intenzivní výzkum imunoterapie NK buňkami, která 

by mohla doléčit minimální reziduální nemoc po chemoterapeutické léčbě, způsobenou 

perzistentními maligními buňkami. Další výhodou tohoto léčebného postupu je 

eliminace systémového onemocnění v důsledku přesně cílené léčby. 

 

V této práci jsme se věnovali in vitro testování moţnosti vyuţití imunoterapeutické 

léčby NK buňkami u akutní a chronické myeloidní leukémie a akutní lymfoblastické 

leukémie. Metodou průtokové cytometrie jsme detekovali aktivační a inhibiční ligandy 

na leukemických blastech odvozené od molekul MHC I. třídy (MIC-A, MIC-B), 

molekuly MHC I. třídy (HLA-E) a UL-16 vazebné proteiny (ULBP-1, ULBP-2,  

ULBP-3 a ULBP-4). Dále jsme se věnovali detekci exprese inducibilního proteinu 

tepelného šoku Hsp70 na plazmatické membráně a v cytosolu monoklonální protilátkou 

cmHsp70.1 FITC (Multimmune GmbH, Munich, Německo) u leukemických blastů a 

vzorků zdravých jedinců. Inducibilní forma proteinu Hsp70 je silným anti-apoptickým 

proteinem, ale současné také specifickým ligandem pro NKG2D aktivační receptor 

NK buněk. Dále jsme se věnovali stimulaci NK buněk interleukinem IL-2 a 14 mer 

peptidem TKD odvozeným od proteinu Hsp70. V neposlední řadě jsme testovali 

vhodnost pouţití leukemických linií jako cílových buněk pro testování NK buněčné 

cytotoxicity metodou cytotoxického testu zaloţeného na uvolňování radioizotopu 
51

Cr. 

 

Klíčová slova 

Leukémie, ligandy leukemických blastů, aktivační a inhibiční receptory NK buněk, 

stimulace NK buněk, protein Hsp70, průtoková cytometrie  



 

 

AAAbbbssstttrrraaacccttt   

In last decades, with expansion of immunological and biological methods are developed 

new diagnostical and treatment processes, which enable stratification of patients into 

sanative groups and trend to individual therapy. Absolutely transparent are effects 

relevant to leukemia. Present treatment procedures enable not only longer survivance of 

patients, but often their stable sanation. In present time is in progress intesive research 

imunotherapy NK cells, which could be able to finish minimal residual disease after 

chemotherapeutical treatment, which is evoke by persistant malignant cells. Next 

advantage of this treatment procedure is elimination of system disease in cosequence of 

exactly pointed cure. 

In this work he attended in vitro testing to possibility of utilization imunotherapeutic 

treatment by NK cells acute and chronic myeloid leukemia and chronic lymfoblastic 

leukemia. Using flow cytometry methods we detected activation and inhibitory ligands 

which are recognized by NK cells on the cell surface of leukemia blasts. These are 

members of MHC complex HLA-E,  molecules derived from MHC class I (MICA, 

MICB), UL16-binding proteins (ULBP-1, ULBP -2, ULBP -3, ULBP -4) and also 

Hsp70 protein according to the newest observation. We also atended to detection of 

expression inducible heat shock proteins Hsp 70 in plazmatic membrane and in cytosol 

monoclonal antibody cmHsp70.1. FITC (Multimmune GmbH, Munich, Germany) in 

leukemia blasts and health human samples. Inducibile form of protein Hsp70 is a strong 

anti-apoptical protein, but also specific ligand for NKG2D, activating receptor NK cells. 

We also attended to stimulation NK cells by interleukin IL-2 and 14 mer peptid TKD 

derivated from protein Hsp70. Last but not least we tested usability of leukemia lines as 

a objective cells for testing cells cytotoxicity by method of cytotoxicity (
51

Cr-release) 

test. 

Key words 

Leukemia, ligand of leukemia blasts, activation and inhibitory receptors NK cells, 

stimulation NK cells, protein Hsp70, flow cytometry 
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SSSeeezzznnnaaammm   zzzkkkrrraaattteeekkk   

ADP adenosin difosfát 

ALL akutní lymfoblastická leukémie  

AML akutní myeloidní leukémie  

APC antigen prezentující buňka (antigen-presenting cell)  

ATP adenosin trifosfát 

CD diferenciační antigen (Cluster Designation) 

CLL chronická lymfoblastická leukémie  

CML  chronická myeloidní leukémie 

FAB Francouzsko-americko-britská klasifikace 

FACS fluorescence activated cell sorting 

Fc  fragment crystalizable 

FITC  fluorescein izothiokyanát (fluorescein isothiocyanate) 

HLA  hlavní lidský antigen 

HSC konstituční proteiny tepelného šoku (cognates stress proteins) 

HSE tepelné šokové elementy (heat shock element) 

HSF tepelný šokový faktor (heat shock transcription faktor) 

HSP protein tepelného šoku (heat shock protein)  

HspBP1 heat shock protein 70-binding protein 1 

Ig imunoglobulin 

IL-2  interleukin-2 



 

 

KAR  (killer activating receptors)  

KIR (killer Ig-like receptors) 

LAK aktivované NK buňky (lymfokine- activated killers) 

MHC hlavní histokompatibilní komplex (Major Histocompatibility 

Complex) 

MIC-A MHC class I-related chain A 

MIC-B MHC class I-related chain B 

NCRs přirozené cytotoxické receptory (natural cytotoxicity receptors)  

NK buňky  přirozeně cytotoxické buňky (natural killer cell) 

NKG2D NK group 2 member D  

PBL periferní krevní lymfocyty (peripheral blood cell) 

PBS fosfátový pufr (phospate-buffered salin) 

PE fykoerytrin (phycoerythrin) 

Ph
1
 filadelfský chromozom (Philadelphia chromosome) 

TCR T buněčný receptor (T cell receptor) 

TNF tumor necrosis faktor 

ULBP UL16 vazebné proteiny (UL-16 binding proteins)  
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ÚÚÚvvvoooddd   

Klinický obraz leukemických chorob, kterými se zabývá tato diplomová práce, je velmi 

variabilní. I z tohoto důvodu je stále více kladen důraz na imunologické a molekulárně 

biologické metody, které v posledních desetiletích procházejí rychlým vývojem. 

Umoţňují nejen přesnou diagnostiku, ale i moţnost sledování dalšího vývoje choroby, 

které jsou důleţité pro individuální sledování pacienta s diagnózou leukémie a směřují 

k individuální terapii.  

Leukemická choroba vzniká během hematopoézy, kdy se buňka vymkne imunitnímu 

dohledu v různých fázích diferenciace. Leukemické blasty mají na svém povrchu 

charakteristické markery, které slouţí pro jejich snazší identifikaci a následné 

rozčlenění pacientů do léčebných podskupin, ale především jsou specifickou 

rozpoznávací strukturou pro sloţky imunitního systému, konkrétně T lymfocytů a 

NK buněk.  

Potenciální imunoterapie NK buňkami si klade za cíl likvidaci nádorových buněk bez 

současného poškození okolní zdravé tkáně a zabránění relapsu onemocnění, avšak 

nejprve je nutné detailně poznat mechanismy, kterými NK buňky eliminují nádorové 

buňky. 

Cílem diplomové práce je detekce charakteristických ligandů rozpoznávaných 

NK buňkami na povrchu leukemických blastů, mezi které patří sloţky hlavního 

histokompatibilního komplexu HLA-E, odvozené molekuly od MHC I. třídy (MIC-A, 

MIC-B), UL16 vazebné proteiny (ULBP-1, ULBP-2, ULBP-3, ULBP-4) a dle 

nejnovějších poznatků také protein tepelného šoku Hsp70. Inducibilní forma proteinu 

Hsp70 byla zjištěna na buněčné membráně solidních nádorů a leukemických blastů. 

Buňky prezentující Hsp70 se stávají nádorově specifickou rozpoznávací strukturou pro 

aktivační receptor NK buněk NKG2D. Lýza blastů se navíc zvyšuje po současné 

stimulaci NK buněk interleukinem IL-2 a peptidem TKD odvozeným od proteinu 

Hsp70.     
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LLLiiittteeerrrááárrrnnnííí   pppřřřeeehhhllleeeddd   

1. Leukémie 

Leukémie je nesourodá skupina maligních, klonálních chorob, pro které je 

charakteristická odchylná hematopoetická buněčná proliferace a maturace (Friedman a 

Vaňásek 1994). Pocházejí z hematopoetických kmenových buněk nebo buněk v různých 

fázích diferenciace krevních elementů (obr. 1) (Schulz 2005). Vznik maligní buňky je 

mnohastupňový proces, jehoţ hlavními iniciátory jsou mutace protoonkogenů, které se 

mění na onkogeny a tumor-supresorových genů, dále genů mutátorových, regulujících 

apoptózu či určitým způsobem regulujících buněčný cyklus (Thompson 2004). Maligně 

transformované buňky se vymykají kontrole organizmu, mnoţí se a poškozují 

organizmus, neplní funkce, ke kterým byly původně určeny (Povýšil a Šteiner 2007). 

Hematologické malignity se často vyznačují opakujícími se chromozomálními 

aberacemi. Například Ph
1
 chromozom (Philadelphia chromosome) je diagnostickým 

markerem u chronické myeloidní leukémie (Schulz 2005). Příčiny vzniku leukémie jsou 

velmi rozmanité, vyskytují se jako komplikace některých syndromů, jsou vyvolané 

mutageny nebo následky předchozí agresivní léčby (Povýšil a Šteiner 2007).  

Obr. 1: Schéma hematopoézy 

(http://stemcells.nih.gov/info/2006report/2006Chapter2.htm upraveno) 

 

Z pluripotentní hematopoetické kmenové buňky v kostní dřeni se diferencuje 

multipotentní buňka a následně progenitorová buňka myeloidní nebo lymfoidní řady, 

z nich dále vznikají plně diferencované krevní elementy, které se již dále nedělí. 

http://stemcells.nih.gov/info/2006report/2006Chapter2.htm
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Základní dělení leukémií na akutní a chronickou má spíše historický původ, kdy 

pacienti s akutní leukémií umírali během několika týdnů, ať jiţ byli léčeni nebo ne. 

Pokrok moderní medicíny, rozvoj diagnostických a terapeutických metod vedl k tomu, 

ţe někteří pacienti s diagnózou akutní leukémie ţijí déle neţ nemocní s chronickou 

formou (Friedman a Vaňásek 1994). 

Leukémie je nejčastější maligní onemocnění u dětí do 15 let v ekonomicky rozvinutých 

částí světa, včetně Evropy, Severní Ameriky a Oceánie. Přes značné fenotypové a 

genetické rozmanitosti je dominantní leukémie z prekurzorů B buněk. Vědci nezjistili 

přímé důkazy pro roli infekčního agens u dětských leukémií a jejich pozornost se 

zaměřila na molekulárně biologickou podstatu této choroby. Na konci 20. století došlo 

k radikálnímu zlepšení diagnostických postupů a léčbě dětské leukémie. I kdyţ 

leukémie mají přívlastek maligní, v dnešní době je moţné některé z nich plně vyléčit 

(Taylor et al. 2009). 

Cílem terapie je eliminace leukemických buněk z kostní dřeně, z periferní krve a dalších 

tkání. Chemoterapie však nedokáţe zlikvidovat všechny nádorové buňky a proto je 

relativně velké riziko relapsu onemocnění, které je různé u jednotlivých podskupin 

leukémie. V současné době probíhá výzkum se zaměřením na imunoterapii NK (natural 

killer) buňkami, které mohou eliminovat perzistentní leukemické buňky a zabránit tak 

relapsu onemocnění. Ruku v ruce jdou vedle sebe molekulárně biologické postupy se 

zaměřením na sledování minimální reziduální nemoci a imunologické postupy, které 

charakterizují specifické markery na leukemických buňkách u jednotlivých typů 

malignit. Společným cílem je specifická léčba a vyléčení pacienta (Guinn et al. 2007, 

van der Valden et al. 2003). 

Leukémie je moţné klasifikovat dle morfologické klasifikace Francouzsko-americko-

britské (FAB) (Bennet et al. 1976), Evropské skupiny pro imunologickou klasifikaci 

leukémií (EGIL, Europen Immunologic Classification of Leukemia) (Bene et al. 1995) 

a klasifikace Světové zdravotnické organizace (WHO, World Health Organization) 

(Jaffe et al. 2001). V  praxi se pouţívá FAB klasifikace, která je doplněna o další 

imunologické, cytogenetické a molekulární charakteristiky. Zvláště imunologické 

postupy umoţnily stratifikaci pacientů do léčebných podskupin. Přesná imunologická 
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fenotypizace je moţná pomocí monoklonálních protilátek (Cools a Vandenberghe 

2009).  

 

Základní typy leukémií dle FAB klasifikace: 

akutní myeloidní leukémie (AML)  

chronická myeloidní leukémie (CML)  

akutní lymfoblastická leukémie (ALL)  

chronická lymfoblastická leukémie (CLL) (Bennet et al. 1976) 

 

1.1. Akutní leukémie 

Proliferace blastů za fyziologických podmínek podléhá autoregulačním mechanismům. 

V případě akutní leukémie se jejich proliferace zcela autoregulaci vymyká. Důsledkem 

je rychle se zvyšující počet leukemických blastů v kostní dřeni, které utlačují 

fyziologickou hematopoézu a dochází k poklesu normálních krvinek v periferní krvi. 

Etiologické agens můţe být virového původu a můţe aktivovat protoonkogeny. Taktéţ 

cytogenetické abnormality jsou známé a u některých skupin leukémií přesně 

definované. Z epidemiologického hlediska stoupla frekvence leukémií v první polovině 

20. století a za posledních 30 let se téměř nemění. Postihuje všechny věkové skupiny 

s dominancí v dětském a seniorském věku (Friedmann a Vaňásek 1994). 

1.1.1. Akutní myeloidní leukémie 

Akutní myeloidní leukémie (AML) zahrnuje heterogenní skupinu chorob. Vzniká 

z jediné pluripotentní hematopoetické buňky (Friedmann a Vaňásek 1994). Je 

definována jako klonální expanze nezralých myeloblastů, které tvoří více jak 

20% jaderných buněk kostní dřeně. Incidence v Evropě je 2-4/100 000 obyvatel (Adam 

et al. 2008). Onemocnění se objevuje i u novorozenců, ale maximum incidence je v 

dospělosti, kdy tvoří 80% všech akutních leukémií (Friedmann a Vaňásek 1994). 

Většina pacientů s AML, kteří jsou mladší 60-ti let, dosáhne kompletní remise po 

chemoterapii a/nebo transplantaci krvetvorných buněk. Nicméně časté relapsy spojené 
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se zvýšenou morbiditou jsou příčinou přeţití pouze 50% pacientů po 5 letech od 

diagnózy. Je třeba poznamenat, ţe průměrný věk pacientů s AML je 63 let. Tito pacienti 

jsou často nezpůsobilí k transplantaci a kompletní remise dosahuje pouze 11% pacientů. 

Karyotyp obsahuje nejdůleţitější prognostické informace, přibliţně u 50% pacientů je 

diagnostikována chromozomální přestavba. U těchto pacientů se molekulárně genetické 

přístupy staly velmi důleţité. WHO zavedla klasifikační systém a kromě klinických dat 

také bere v úvahu biologické charakteristiky, jako jsou morfologie, cytochemie, 

imunofenotypizace (tabulka 1), cytogenetika a molekulární biologie. Rozdělení do 

podskupin umoţňuje rozlišení prognostických parametrů a individualizaci léčby (Guinn 

et al. 2007). 

Tab. 1: Vztah mezi jednotlivými FAB skupinami AML a imunofenotypem (převzato 

Eckschlager 1999)  

 

  

FAB Imunofenotyp

M0 MPO±, CD13±, CD15±, CD33±, CD34±, CD65-±, CD117±,, HLA-DR±,

M1 MPO+, CD11b+, CD13+, CD15+, CD33±, CD34+, HLA-DR+

M2 MPO+, CD13+, CD15+, HLA-DR+, CD11±, CD14-±, CD11b-±, CD34+

M3 MPO+, CD13+, CD15+, CD33+, HLA-DR-

M4 MPO+, CD11b+, CD13+, CD14+, CD15+, CD33+, HLA-DR+, CD34±, CD36+, CD41-±, CD61-±

M4E0 MPO+, HLA-DR+, CD2±, CD13+, CD14±, CD15±, CD33+, CD34-±, CD117-±

M5 MPO+, HLA-DR+, CD11b-±, CD13+, CD14+, CD15+, CD33+, CD34±, CD41-±, CD61-±

M6 CD13+*, CD33+-, CD36+, CD71+**, glykoforinA+**, HLA-DR+

M7 CD13±, CD33±, CD34±, CD36-±, CD41a+, CD42b+, CD61+, HLA-±

* exprimován na myeloblaastech
** exprimován na erytroblastech
+ přítomen u většiny pacientů
± přítomen u více než 50% pacientů
-± přítomen u méně než 50% pacientů
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1.1.2. Akutní lymfoblastická leukémie 

Akutní lymfoblastická leukémie (ALL) je vzácná u dospělých ale častá u dětí, u kterých 

tvoří aţ 80% leukémií. Vrchol výskytu dětské ALL je mezi dvěma aţ pěti lety ţivota, 

coţ je období vývoje imunity proti nejčastějším virovým infekcím. ALL je častější u 

chlapců neţ u děvčat. Nejčastěji vzniká v nezralých prekurzorech B lymfocytů (80%), 

dále v prekurzorech a zralých T lymfocytech (15%) a ve zralých B lymfocytech (2%). 

Chromozomální klonální změny se nacházejí u 90% dětských ALL. Mezi negativní 

prognostické faktory patří Ph
1
 chromozom způsobující rezistenci leukemických blastů 

vůči chemoterapii a jehoţ výskyt se zvyšuje s věkem (Fulci et al. 2009, Cools a 

Vandenberghe 2009). Dle morfologické klasifikace FAB ALL dělíme na skupiny L1, 

L2 a L3. Klasifikace této skupiny leukémie je sloţitá, vyuţívá se imunologických 

markerů, ale morfologické zařazení nemusí odpovídat imunologickému nálezu 

(Eckschlader et al. 1999).  

1.1.3. Bifenotypické leukémie 

Bifenotypické leukémie splňují kritéria AML i ALL. Skupina EGIL navrhla panel 

protilátek doporučených k imunofenotypickému vyšetření a skórovací systém 

diagnostiky vhodný ke klasifikaci bifenopypových leukémií (Eckschlader et al. 1999, 

Rothe a Schmitz 1996). 

 

1.2. Chronické leukémie 

1.2.1. Chronická myeloidní leukémie 

Chronická myeloidní leukémie (CML) postihuje převáţně osoby starší 50-ti let, ale 

vyskytuje se i u dětí, pak mluvíme o juvenilní formě CML (Eckschlader et al. 1999). 

Incidence je 1-2/100 000 obyvatel (Adam et al. 2008). Typická je chromozomální 

aberace Ph
1
 chromozom, která se vyskytuje u 90% pacientů (Schulz 2005). 

Ph
1
 chromozom vzniká reciproční translokací t(9:22)(q34:q11) (Pocaly et al. 2008). 

Translokace vede ke vzniku fúzního proteinu BCR/ABL, jenţ aktivuje signální dráhy, 

které podporují buněčnou proliferaci, dále blokují apoptózu a sniţují adhezi buněk, tím 

blokuje zrání a způsobuje uvolnění nezralých buněk do krve (Schulz 2005). 

U 5% nemocných je přítomen pouze fúzní gen BCR/ABL. Existují i atypické CML, kde 
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je fúzním partnerem genu ABL jiný gen, například TEL/ABL (Carroll et al. 1997). 

Vzhledem k heterogenitě imunofenotypu se imunofenotypizace běţně nevyuţívá 

(Eckschlader et al. 1999). 

CML má typický vývoj, relativně indolentní chronickou fázi, která má variabilní trvání 

a odráţí výraznou heterogenitu CML, při léčbě zpravidla trvá 2-5 let. Následuje 

akcelerace onemocnění, kdy se zvyšuje počet maligně transformovaných leukocytů, 

blastů a bazofilů. Tato fáze můţe být vynechána a můţe rovnou přijít blastická krize 

připomínající akutní leukémii, při níţ dochází k akumulaci nezralých blastů myeloidní 

nebo lymfoidní řady v kostní dřeni. Akutní fáze onemocnění je charakteristická 

výraznější chromozomální nestabilitou se ztrátou nádorových supresorů TP53 a p1. 

Blastická krize často vede k úmrtí pacienta (Schulz 2005, Friedmann a Vaňásek 1994).  

CML je léčena interferonem, chemoterapií a alogenní transplantací kmenových buněk. 

Důleţitou součástí moderních léčebných postupů je lék Imatinib, jedná se o specifický 

inhibitor tyrozinkinázy BCR/ABL, který specificky zasahuje do signálního systému 

maligní buňky (Schulz 2005). Imitinib zastavuje progresi nemoci, nevede k jejímu 

odstranění, ale prodluţuje dobu přeţití (Adam et al. 2008). Avšak komplikací je 

vyskytující se rezistence k tomuto léku (Pocaly et al. 2008).  

1.2.2. Chronická lymfoblastická leukémie 

Chronická lymfoblastická leukémie (CLL) postihuje osoby nad 50-ti let, častěji muţe. 

Jde o nejčastěji se vyskytující typ leukémie v Evropě, v asijských zemích je naopak 

vzácná. Nejčastější je typ B-CLL, kde dochází k zastavení vývoje mezi pre-B lymfocyty 

a zralými B lymfocyty. Onemocnění je velmi variabilní. Buňky B-CLL exprimují 

antigeny CD19, CD20, CD5, CD21, CD23, HLA-DR, s IgM, IgD, CD45. Vzácněji jsou 

nalezeny antigeny CD22, CD11c. Horší prognózu má typ T-CLL, protoţe hůře 

odpovídá na léčbu, častá je exprese antigenů CD2, CD3, CD5, CD8, CD56. Hlavní 

příčinou smrti jsou infekce způsobené poruchou imunity nebo krvácení při 

trombocytopenii (Eckschlader et al. 1999).  
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2. Proteiny tepelného šoku 

O existenci stresových proteinů nebo-li proteinů tepelného šoku (HSP, heat shock 

proteins) se poprvé začalo uvaţovat jiţ v roce 1962, kdy Ritossa et al. popsal tvorbu 

charakteristických smyček odpovídajích transkripčně aktivním oblastem na 

chromozomech izolovaných ze slinných ţláz Drosophila melanogaster při vystavení 

larev zvýšené inkubační teplotě (Ritossa 1962). Název proteiny tepelného šoku byl 

poprvé publikován v roce 1974 v práci Tissieres et al., kdy ke zvýšení exprese 

zkoumaných proteinů došlo v důsledku náhlého zvýšení teploty (Tissieres et al. 1974). 

Termín není při současném vědeckém poznání zcela přesný, ale je stále pouţíván. 

Proteiny HSP nejsou exprimovány výhradně pod vlivem tepelných vlivů, ale například i 

za fyziologických podmínek, kdy tvoří 5-10% z celkového obsahu proteinů buňky 

(Lindquist a Craig 1988). Vyskytují se v krevním oběhu a jejich hladiny klesají s věkem 

(Pockley et al. 1998, Rea et al. 2001).  

Z výše uvedeného vyplývá moţné základní dělení proteinů HSP na dvě velké skupiny. 

První skupinou jsou inducibilní proteiny HSP, kdy expresi proteinů indukují různé typy 

stresu a jejich hlavní funkcí je ochránit buňky před letálním poškozením vyvolaném 

fyzikálními a chemickými vlivy (Schmitt et al. 2007). Stresové podmínky pro vyvolání 

exprese inducibilních proteinů HSP mohou být rozličné, počínaje podmínkami prostředí 

jako je teplota, ionizační záření, nedostatek glukózy, dále se můţe jednat o 

patofyziologické faktory, například infekce, maligní transformace buňky nebo 

imunologické faktory jako je působení interleukinů, volné kyslíkové radikály, aktivace 

T lymfocytů. Indukce exprese proteinů HSP při stresu je velice rychlá, příkladem je 

zvýšení teploty, kdy buňka musí co nejdříve ochránit ţivotně důleţité proteiny před 

tepelnou denaturací (Horvath et al. 2008).  

Druhou skupinu tvoří konstituční proteiny HSP exprimované za fyziologických 

podmínek. Setkáme se i se značením HSC (cognates stress proteins). Konstituční 

proteiny HSP se podílí na fyziologických procesech včetně růstu buněk, diferenciaci a 

vývoji (Schmitt et al. 2007). Pod vlivem stresových podmínek dochází k jejich zvýšené 

expresi, například při infekci patogenními organismy (Kaufmann a Schoel 1994). Jejich 

bazální význam pro buněčné fyziologické děje podporuje skutečnost, ţe jde o vysoce 
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sekvenčně homologní proteiny mezi prokaryontními a eukaryotními organismy 

(Schmitt et al. 2007).  

Dále můţeme proteiny HSP členit dle jejich lokalizace v intracelulárním prostoru, 

na plazmatické membráně nebo uvolněné do extracelulárního prostoru (Sherman a 

Multhoff 2007). V intracelulárním prostoru je za fyziologických podmínek jejich hlavní 

funkcí šaperonová aktivita, stabilizují proteiny a ochraňují je před agregací, transportují 

proteiny mezi intracelulárními kompartmenty. Intracelulární proteiny HSP neobsahují 

peptidy, které umoţňují membránovou lokalizaci, ale jejich hlavní úlohou je transport 

proteinů přes cytoplazmatickou membránu. Proto je moţné předpokládat, ţe proteiny 

jsou transportované do cytoplazmatické membrány společně s dalšími proteiny, které 

mají transmembránovou doménu, avšak mechanismus transportu proteinů z cytosolu 

přes plasmatickou membránu zůstává neobjasněn (Schmitt et al. 2007). Největší 

pozornost je v této souvislosti věnována proteinové rodině HSP70 (Radons a Multhoff 

2005, Srivastava 2005). V extracelulárním prostoru a na cytoplazmatické membráně 

mají proteiny HSP výraznou úlohu ve vrozené a získané imunitě organismu, mohou 

aktivovat imunitní systém, ovlivňují indukci a průběh imunitní odpovědi. Z hlediska 

regulace imunitních mechanismů se chovají podobně jako cytokiny (Schmitt et al. 

2007).  

 

2.1. Regulace exprese a aktivity HSP 

Aktivace genů HSP je závislá na pozitivní regulaci příslušné responsivní oblasti 

genových promotorů HSP (HSE, heat shock element). Jednotlivé HSE jsou 

charakterizovány sekvencí nukleotidů a vzdáleností k místu iniciace transkripce 

(Morimoto et al. 1990). Na HSE se váţí aktivované transkripční faktory (HSF, heat 

shock transcription factor) (Pirkkala et al. 2001, Morimoto et al. 1990). Buněčnou 

odpověď na tepelný stres a přítomnost těţkých kovů či oxidantů koriguje HSF1 (Lum et 

al. 1990). Monomerní neaktivní forma HSF1 se aktivuje tvorbou HSF1 trimerů 

schopných indukovat transkripci cílových genů (Pirkkala et al. 2001). 

Regulace aktivity HSP proteinů je nejlépe prozkoumána u proteinu Hsp70, jedná se 

ATP (adenosintrifosfát)-dependentní regulaci v součinnosti s košaperony (Raynes a 
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Guerriero 1998), coţ jsou regulační komponenty uplatňující se při skládání proteinů 

(Graner et al. 2009). Molekula ATP navázáná na N-konec proteinu Hsp70 způsobí 

konformační změny, které umoţní interakci substrát vazebné domény s hydrofóbní 

sekvencí nově syntetizovaných proteinů.  Mezi stimulační košaperony patří například 

protein Hip (Hsc interacting protein), který se váţe na ATPázovou doménu, inhibiční 

funkci má košaperon HspBP1 (heat shock protein 70-binding protein 1) (Raynes a 

Guerriero 1998, Tanimura et al. 2007). 

Košaperon HspBP1 inhibuje ATPázovou činnost a sniţuje schopnost proteinu Hsp70 

renaturovat své substrátové proteiny, čímţ reguluje jejich šaperonovou funkci. Vyšší 

hladiny obou proteinů Hsp70 a HspBP1 byly zjištěné u mnohých nádorů (Raynes et al. 

2003). Uplatnění HspBP1 můţe být v cílené terapeutické léčbě (Graner et al. 2009). 

Ektopická exprese HspBP1 zvyšuje účinek protinádorové léčby tak, ţe se váţe na 

protein Hsp70 a zvyšuje buněčnou sensitivitu k apoptotickým stimulům (Tanimura et 

al. 2007, Graner et al. 2009). Zvýšená exprese HspBP1 podporuje permeabilizaci 

lyzozomálních membrán a podněcuje tak katepsinem zprostředkovanou apoptózu 

(Tanimura et al. 2007).  

 

2.2. Proteinové HSP rodiny 

Savčí proteiny HSP mají heterogenní funkce a byly rozdělené do několika rodin podle 

své molekulové hmotnosti: HSP100 (HSP110), HSP90, HSP70, HSP60 a malé HSP 

(sHSP, small heat shock proteins) (viz. tabulka 2). Názvosloví u stresových proteinů je 

nejednotné, v této práci pouţívame často uţívané názvosloví, kdy jsou proteinové 

rodiny označené velkými písmeny (HSP70), konkrétní protein se značí velkým 

počátečním písmenem (Hsp70) a kódující geny jsou uvedeny kurzívou s velkým 

počátečním písmenem (Hsp70) (Schmitt et al. 2007). 
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Tab. 2:Rozdělení a funkce proteinů HSP (Horváth et al. 2008, Schmitt et al. 2007)  

 

 

2.3. Proteinová rodina HSP70 

Proteinová rodina HSP70 je evolučně nejvíce konzervativní a současně nejlépe 

prozkoumaná (Schmitt et al. 2007). V normální netransformované buňce je 

v intracelulárním prostoru nízká exprese proteinu HSP70 a funguje jako šaperon, chrání 

vznikající proteiny, usnadňuje jejich posttranslační přenos do mitochondrií nebo přes 

membrány a obnovuje funkci denaturovaných proteinů (Multhoff et al. 2002).  

Členové proteinové rodiny HSP70 sdílejí stejnou celkovou molekulární strukturu, 

obsahují zhruba 640 aminokyselin, jeţ jsou rozdělené do domén. Skládají se z 

konzervativní N-terminální domény s ATPázou aktivitou o molekulové hmotnosti  

Molekulová 

hmotnost (kDa)
Eukaryotní protein Funkce

sHSP (15-30 kDa) Rodina HSPBP, Hsp25/27
Inhibice apoptózy, termotolerance, přenos 

signálu (cytokin)

40 kDa HSP40 Košaperon proteinu HSP70

60 kDa HSP60
Posttranslační sbalení proteinů před 

vstupem do mitochondrií

70 kDa

Skupina HSPA, Hsp71, Hsc70, 

Hsp72,Grp78, Hsx70 (pouze u 

primátů)

Šaperony pro vznikající polypeptidové 

řetězce, termotolerance, skládání proteinů, 

translokace proteinů přes membrány, 

zabraňuje agregaci nesbalených peptidů

90 kDa Skupina HSPC, HSP90,Grp94
Transkripční faktor, translokace proteinů, 

asociace s cytoplazmatickými receptory

100 (110) kDa HSP104, HSP110
Tolerance k extrémním teplotám a 

extrémnímu stresu
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45-kDa, substrát-vazebné domény o přibliţné molekulové hmotnosti 15 kDa a  

C-terminální domény s molekulovou hmotností 10 kDa, která se podílí na vazbě 

košaperonů a pravděpodobně má i další funkce (Schmitt et al. 2007, Mayer a Bukau 

1998).  

Rodina HSP70 u Homo sapiens zahrnuje osm proteinů, které se liší buněčnou lokalizací 

a expresí za různých fyziologických nebo patologických podmínek (tabulka 3) 

(Daugaard et al. 2005, Schmitt et al. 2007, Mayer a Bukau 1998).  

Tab. 3:Přehled proteinové rodiny Hsp70 (Daugaard et al. 2005) 

 

  

Genový 

lokus
Protein

Buněčná 

lokalizace
Poznámka

HSPA1A
Hsp70-1(A), Hsp70, Hsp72, 

Hsp70I

cytosol, jádro, 

membrány
inducibilní protein

HSPA1B
Hsp70-1(B), Hsp70, Hsp72, 

Hsp70I

cytosol, jádro, 

membrány
inducibilní protein

HSPA1L Hsp70t, Hsp70-Hom cytosol
konstituční protein, 

výskyt v testes

HSPA8 Hsc, Hsp73
cytosol, jádro, 

lyzozomy
house-keeping protein

HSPA2 Hsp70-2, HSPA2 cytosol, jádro
konstituční protein, 

výskyt v testes

HSPA6 Hsp70-6, Hsp70B cytosol, jádro inducibilní protein

HSPA5 Bip, Grp78
endoplazmatické 

retikulum
house-keeping protein

HSPA9 MtHsp70, Grp75, PBP74, Mot-2 mitochondrie house-keeping protein
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2.3.1. Inducibilní protein HSP70 

Inducibilní protein Hsp70 není za fyziologických podmínek detekovatelný nebo je 

exprimovaný ve velice nízké hladině. Jeho exprese však prudce vzrůstá při fyzikálním 

nebo chemickém stresu (Mayer a Bukau 1998). Jeho hlavní funkcí je ochrana buňky 

před stimuly, které by pro ni byly jinak letální, jedná se tedy o anti-apoptotický protein 

(Schmitt et al. 2007). Často je lokalizován na plazmatické membráně, kde je vázán s 

glykosfingolipidem Gb3 (Gehrmann et al. 2008), a v endo-lyzozomálních 

kompartmentech. Tento protein byl také detekován ve vysokých hladinách u mnohých 

malignit (Mayer a Bukau 1998). Nejvíce jsou prozkoumány solidní nádory, kde exprese 

Hsp70 často koreluje se zvýšenou buněčnou proliferací, metastázami v lymfatických 

uzlinách, špatnou léčebnou odpovědí na chemoterapii a špatnou prognózou přeţití, 

například u tumoru endometria, prostaty a prsu (Sherman a Multhoff 2007, Ciocca a 

Calderwood 2005). Na druhou stranu vysoká exprese proteinu Hsp70 koreluje s dobrou 

prognózou u nádorů slinivky, ledvin a u melanomu. Ţádná korelace nebyla prokázána 

s prognózou u nádorů vaječníků, ústní dutiny, prostaty (Ciocca a Calderwood 2005). 

V posledních letech se pozornost věnuje i dalším onemocněním, vysoká membránová 

exprese Hsp70 byla prokázána u lidských leukemických linií odvozených od AML 

(Hromadníková et al. 2010). Povrchová exprese Hsp70 byla prokázána i u juvenilní 

idiopatické a revmatoidní artritidy (Hromadníková et al. 2008, Sedláčková et al. 2009).  

V patologických stavech byly na cytoplazmatické membráně a v extracelulárním 

prostoru lokalizovány další proteiny HSP a to protein HSP60 a HSP90 (Triantafilou 

2004, Multhoff et al. 1995). Od poloviny devadesátých let se poukazuje na hypotézu, ţe 

peptidové komplexy HSP90 a HSP70 mohou potencionálně stimulovat adaptivní 

imunitní systém (Suto a Srivastava 1995). Inducibilní protein Hsp70 přítomný na 

buněčné membráně je specifickou rozpoznávací strukturou pro NK buňky s vysokou 

povrchovou expresí receptoru CD94 (Mulhoff et al 1995). Peptid TKD 

(TKDNNLLGRELSG) odovzený z C-terminální domény proteinu Hsp70 zvyšuje 

povrchovou expresi aktivačních molekul NK buněk CD94/NKG2D, CD56/NKp30, 

CD56/NKp44, CD56/Nkp46 a CD69 (Multhoff et al. 1997, Multhoff 2009). 
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2.4. Význam proteinů tepelného šoku v protinádorové terapii 

Zvýšená exprese proteinů HSP byla detekována u mnohých maligních onemocnění. 

V nádorových buňkách chrání proteiny HSP řadu patologicky exprimovaných proteinů 

před degradací, a tím udrţují nebo dokonce zvyšují agresivní fenotyp tumoru. Inhibice 

proteinů HSP proto představuje alternativu protinádorové terapie, neboť vede 

k poměrně selektivní inhibici nádorových buněk s minimální toxicitou vůči zdravým 

buňkám, které minimálně exprimují proteiny HSP (Klener 2009, Neckers 2007). 

V klinických studiích se testují inhibitory Hsp90 (Neckers 2005), které inhibují 

šaperonovou funkci Hsp90 blokací ATP vazebného místa na N-terminální doméně, 

následně není protein Hsp90 schopen navázat další proteiny (Workman 2002). 

Například u leukémií s Ph
1 

chromozomem se pouţívá klasická chemoterapeutická léčba 

v kombinaci s nízkou dávkou inhibitoru Hsp90 (Blagosklonny et al. 2001).  

Jiný pohled mají práce, které povaţují proteiny HSP za potencionální stimulátory 

adaptivní a vrozené imunity, svoji roli mohou sehrát jako imunitní modulátory v léčbě 

nádorových onemocnění (Sherman a Multhoff, 2007). Při hledání nádorově 

specifických antigenů se pozornost vědců zaměřila právě na proteiny HSP, které byly 

izolovány z nádorů. Proteiny HSP hrají důleţitou roli v imunitním systému při eliminaci 

nádorových buněk T lymfocyty, antigen prezentujícími buňkami a NK buňkami 

(Multhoff 2009).  

Proteiny HSP včetně Hsp70 byly detekovány v blastech buněk AML (Hromadníková et 

al. 2010, Thomas et al. 2005). Zvýšená povrchová exprese Hsp70 byla u leukemických 

pacientů s přestavbou karyotypu a korelovala se špatnou prognózou a rezistencí na 

chemoterapeutickou léčbu (Thomas et al. 2005). Inducibilní protein Hsp70 vázaný na 

plazmatické membráně představuje nádorově specifickou rozpoznávací strukturu pro 

aktivační receptory NK buněk (Multhoff et al. 1995). Savčí tumorové buňky s vysokou 

expresí proteinu Hsp70 vázaného na plazmatické membráně jsou signifikantně více 

cytolyticky napadány NK buňkami neţ buňky bez exprese tohoto proteinu. Vzájemná 

korelace je známa, ale mechanismus, kterým NK buňky eliminují Hsp70 pozitivní 

nádorové buňky zůstává zatím neobjasněn (Stangl et al. 2008, Multhoff 2009, Horváth 

et al. 2008). Stimulace NK buněk peptidem TKD v kombinaci s nízkou dávkou IL-2 

zvyšuje cytolytickou aktivitu NK buněk a stimuluje zvýšenou sekreci IFN-γ, 



26 

 

granzymu B a proapoptických enzymů. Otázkou zůstává, do jaké míry jsou členové 

rodiny Hsp70 schopni kooperovat s ostatními proteiny HSP (Horváth et al. 2008).  

 

3. NK buňky 

Přirozené cytotoxické buňky neboli NK buňky jsou skupinou granulárních lymfocytů, 

tvoří 5% aţ 20% lymfocytů v periferní krvi a jsou odvozeny od CD34+ 

hematopoetických progenitorových buněk. Imunofenotypizace prokázala pozitivitu 

povrchových antigenů CD56+, CD16+ a negativitu CD3- a T buněčného receptoru 

(TCR), coţ je jasně odlišuje od T lymfocytů (Cho a Campana 2009). Molekula CD56 je 

transmembránový glykoprotein patřící do imunoglobulinové rodiny, která není 

exprimována na terčových buňkách pro NK buňky, proto zřejmě nesehrává významnou 

úlohu v lýze buněk. Mimo hematopoetickou tkáň je bohatě exprimována v nervové 

tkáni a je označována jako neurální buněčná adhezivní molekula (NCAM, neural cell 

adhesion molecule). Molekula CD16 je nízkoafinním receptorem pro Fc fragment 

(fragment crystalizable) imunoglobulinu třídy G, slouţí k identifikaci a lýze terčových 

buněk cytotoxicitou závislou na protilátkách (Sutlu a Alici 2009, Cooper et al. 2001).  

NK buňky vykazují cytolytickou aktivitu proti nádorovým a virem infikovaným 

buňkám. Mnoho let se předpokládalo, ţe se jedná o nespecifické „zabíječe“, ale nyní je 

zřejmé, ţe jde o vysoce sofistikovaný systém, který rozezná normální a maligní buňku. 

Identifikaci cílových buněk NK buňkami popisuje tzv. „missing-self“ hypotéza 

navrţená v roce 1990 Ljunggrenem a Karrem a je dále upravovaná dle aktuálních 

poznatků (Ljunggren a Karrem 1990, Yokoyama 2005). NK buňky mají na svých 

membránách vyjádřenu mnoţinu receptorů, které po vazbě na odpovídající ligandy 

přenášejí aktivační podněty pro buňku. Druhá mnoţina receptorů NK buněk po 

interakci s odpovídajícími ligandy poskytuje NK buňkám inhibiční signály (Krejsek a 

Kopecký 2004) (obr 2). NK buňka vyhodnotí aktivační a inhibiční signály a převaha 

těchto signálů rozhodne o přeţití nebo cílené likvidaci buňky exocytózou granulí, 

v nichţ obsaţené mediátory způsobují apoptózu buňky (Yokoyama 2005).  



27 

 

Obr. 2: Interakce mezi inhibičními a aktivačními receptory NK buněk a jejich ligandy 

na terčové buňce (Krejse a Kopecký 2004) 

 

Ligandy pro inhibiční receptory patřící do imunoglobulinové rodiny jsou produkty 

vysoce polymorfních genů HLA I. třídy HLA-A,-B-C. Ligandem pro inhibiční 

heterodimer z rodiny C-lektinů je monofonní HLA-E. Aktivační signály poskytuje 

NK buňce receptor pro Fc fragment imunoglobulinů, který zajišťuje buněčnou 

cytotoxicitu závislou na protilátkách. Imunoglobulinové aktivační receptory NKp46, 

NKp30, NKp44 postrádají cytoplazmatický motiv ITAM. Heterodimer z lektinové rodiny 

NKG2D CD94 interaguje s molekulami MIC-A, MIC-B. 

Cytotoxické působení NK buněk je řízeno dvěma mechanismy. Buď se jedná o indukci 

apoptózy biologicky aktivními látkami deponovanými v sekretorických granulích, 

konkrétně proteinu perforinu a serinové proteinázy granzymu B. Při kontaktu NK buňky 

s cílovou buňkou jsou NK buňky aktivovány k sekreci perforinu a granzymu B do 

intercelulárního konjugačního prostoru. Uvolněný perforin je vmezeřenen do 

cytoplazmatické membrány cílové buňky, kde tvoří póry, které narušují vnitřní prostředí 

buňky a můţe jimi vstupovat granzym B do cytosolu. Granzymy v buňce štěpí kaspázy, 

které aktivují kaspázou aktivované DNázy, důsledkem kaskády proteolytického štěpení 

je apoptóza terčové buňky. Druhým způsobem je vyvolání apoptózy signálním 

systémem specifické vazby receptoru a ligandu (Cho a Campana 2009, Moretta 1997). 
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Receptory strukturně patří do rodiny receptorů pro TNFα a nervový růstový faktor 

(NGFR). Společným rysem receptorů je přítomnost DD (death domain) 

v cytoplazmatické části. Asociace adaptorových cytoplazmatických molekul 

s DD úseky proapoptotických membránových receptorů je podmínkou pro aktivaci 

nitrobuněčné kaspázové kaskády, která vede k apoptóze buňky (Morreta 1997, Krejsek 

a Kopecký 2004).  

Mezi inhibiční receptory patří KIR (killer Ig-like receptors), ligandy pro tyto receptory 

jsou HLA molekuly I. třídy, dále jsou to C-lektiny (CLR, C-type lectin receptors). 

Aktivační receptory jsou KAR (killer activating receptors) patřící mezi C-lektiny a NCR 

(natural cytotoxicity receptor) (Morreta et al. 2009, Campbell et al. 1998). 

 

3.1. Inhibiční receptory NK buněk a jejich ligandy  

Charakteristickým rysem inhibičních receptorů NK buněk je přítomnost inhibičních 

motivů ITIM (imunoreceptor tyrosine-base inhibitory motifs) v jejich cytoplazmatické 

části (Krejsek a Kopecký 2004). NK buněčné receptory jsou u Homo sapiens 

zastoupené zejména specifickými receptory pro molekuly HLA I. třídy zvaných KIR. 

Jedná se o transmembránové proteiny, které mají nejméně 5 izoforem (Campbell et al. 

1998). Rozdělujeme je podle počtu extracelulárních imunoglobulinových domén a typu 

cytoplazmatických konců, jejţ přenášejí buněčné signály (Moretta et al. 2009, Bertaina 

et al. 2009). Druhým typem inhibičních receptorů jsou C-lektiny, taktéţ 

transmembránové proteiny rozpoznávající molekulu HLA-E (Krejsek, Kopecký, 2004). 

3.1.1. Hlavní histokompatibilní komplex 

Hlavní histokompatibilní komplex (MHC, major histocompatibilty complex) zahrnuje 

membránové glykoproteiny, které jsou specifické pro kaţdého jedince. U Homo sapiens 

nese označení HLA (human leukocytes antigens) systém. Rozlišují se molekuly HLA I. 

třídy, které jsou na všech jaderných buňkách. Molekuly HLA II. třídy jsou vyjádřené na 

antigen prezentujících buňkách. Mezi molekuly HLA III. třídy patří například sloţky 

komplementu (Taylor et al. 2009, Bartůňková a Paulík 2005).  

Klasické molekuly HLA I. třídy (HLA-A, -B, -C) se uplatňují v prezentaci antigenních 

fragmentů CD8
+
 T lymfocytům. Neklasické molekuly HLA I. třídy (HLA -E, -F, -G) 
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interagují se specifickými inhibičními receptory NK buněk. Pozměněnou expresi 

molekul HLA I. třídy nalezneme u virem infikovaných nebo maligních buněk. Tyto 

buňky se snaţí uniknout TC lymfocytům tím, ţe sníţí expresi molekul HLA I. třídy 

(Morreta et al. 2009). Nedochází ke vzniku komplexu „receptor TCR – peptid – 

molekula HLA,“ tudíţ nejsou rozpoznatelné T lymfocyty (Taylor et al. 2000, 

Bartůňková et al. 2005). Ovšem tento únik neochrání buňky před NK buňkami. 

Nepřítomnost inhibičních ligandů (HLA molekul I. třídy) přispívá k aktivaci NK buněk 

(Bauer et al., 1999). 

 

3.2. Aktivační receptory NK buněk a jejich ligandy 

Společným rysem aktivačních receptorů je, ţe ve své cytoplasmatické části obsahují 

aktivační motiv ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation motif). Aktivační 

receptory NK buněk jsou souhrnně označeny KAR, mají homologní sekvence 

aminokyselin s receptory KIR, ale kódují je odlišné geny a jejich cytoplazmatické 

domény jsou zkrácené (Campbell 1998). Mezi receptory NCR řadíme receptory 

rozpoznávající dosud neidentifikované nonHLA ligandy. Přičemţ receptory NKp46 a 

NKp30 jsou vyjádřené na klidových i aktivovaných buňkách a receptor NKp44 je 

vyjádřen pouze na aktivovaných buňkách (Morreta et al. 2009). Molekula NKp46 byla 

identifikována jako hlavní aktivační receptor odpovědný za cytotoxickou likvidaci 

maligních buněk (Nowbakht et al. 2005, Krejsek a Kopecký 2004). 

Silným aktivačním receptorem je NKG2D (natural-killer group 2, member D) dle 

CD nomenklatury CD314, jenţ exprimují NK buňky, CD8
+ 

αβ T buňky a γδ T buňky. 

Hraje důleţitou
 
roli v imunitní odpovědi proti nádorovým a infikovaným buňkám

 
(Cao 

et al. 2008, Eagle a Trowsdale 2007, Cheent a Khakoo 2009). Řadí se mezi C-lektiny, 

konkrétně dimerní membránové proteiny typu II s C-lektinovou doménou. (Eagle a 

Trowsdale 2007, Cheent a Khakoo 2009). Ligandy pro receptor NKG2D jsou 

indukovány buněčným stresem, infekcí, poškozením DNA či neoplastickou 

transformací buňky. Jsou odvozené od molekul HLA I. třídy, konkrétně molekuly 

MIC-A (MHC class I chain-related), MIC-B nebo jde o buněčné povrchové 

UL16-vazebné proteiny (ULBP, UL16-binding protein) či protein RAE-1 (retinoic acid 

early inducible-1) (Radons et al. 2006). 



30 

 

Molekuly MIC-A a MIC-B jsou strukturně příbuzné HLA I. třídy a jsou exprimovány 

během buněčného stresu (Cheent a Khakoo, 2009). Často jsou detekovány u 

epiteliálních nádorů včetně karcinomu plic, prsu, ledvin, vaječníků, prostaty a 

karcinomů tlustého střeva (Bauer et al. 1999). 

Proteiny ULBP-1, -2 a -3 jsou zachyceny v membráně pomocí glykolipidové „kotvy“, 

proteinu ULBP-4 obsahuje transmembránové a cytoplazmatické domény. Proteiny často 

exprimují maligně
 

transformované buňky. Interakce molekul ULBP s aktivačním 

receptorem NKG2D se podílí na aktivaci
 
NK buněk, jejich proliferaci a produkci 

interleukinů in vitro a in vivo (Cao et al. 2008). 

4.  Imunoterapie 

Imunitní systém hraje v boji proti nádorovým onemocněním důleţitou roli. Paradigma 

imunologického dohledu předpokládá, ţe jednou z hlavních rolí imunitního systému je 

eliminace transformovaných buněk. Cílem imunoterapie je vyvolat či posílit sloţky 

protinádorové imunity a zaktivizovat je v boji proti zhoubnému onemocnění. Oproti 

radiačním a chemoterapeutickým přístupům se vyznačuje vysokou selektivností. 

Omezením je ale účinnost při malém počtu transformovaných buněk, proto vyuţití 

imunoterapie směřuje k likvidaci minimální reziduální nemoci a tím zabrání relapsu 

onemocnění (Klener 2009). 

Minimální reziduální nemoc je stav, kdy v průběhu terapie jiţ nejsou maligní buňky 

detekovatelné běţnými cytologickými metodami. Hovoříme o kompletní klinické 

remisi. V těle pacienta se však teoreticky můţe nacházet aţ 10
10

 maligních elementů 

(Campana a Pui 1995). Minimální reziduální nemoc můţe být detekována kvalitativně i 

kvantitativně. Ačkoliv kvalitativní stanovení můţe být velice významné, poskytuje 

omezenou informaci a neumoţňuje preciznější analýzu kinetiky maligního klonu. 

Naproti tomu kvantitativní stanovení minimální reziduální nemoci umoţňuje získat 

informaci přímo o mnoţství maligních buněk. Pro detekci kvantitativní minimální 

reziduální nemoci se pouţívá průtoková cytometrie a PCR (polymerase chain reaction) 

zaloţená na detekci změn na úrovni DNA případně mRNA (van der Velden et al. 2003). 

V paletě protinádorové léčby našly uplatnění CD8+ cytotoxické T lymfocyty 

v kostimulaci s CD4+ T lymfocyty a antigen prezentujícími buňkami. Ovšem 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Cheent%20K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Khakoo%20SI%22%5BAuthor%5D
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nepřítomnost molekul MHC na nádorových buňkách můţe způsobit únik těchto buněk 

z imunologického dohledu a dochází k rozvoji onemocnění. Oproti tomu NK buňky 

likvidují nádorové elementy se sníţenou expresí MHC molekul I. třídy. Kromě toho 

díky expresi receptorů pro Fc fragment IgG mohou být NK buňky soustředěny do 

nádorové masy pomocí terapeutických monoklonálních protilátek. Některé interleukiny, 

například IL-2 vyvolávají přeměnu NK buněk v tzv. LAK (lymfokine activated killers) 

buňky, které se vyuţívají v adoptivní imunoterapii (Klener 2009). 

4.1. Imunoterapie NK buňkami v klinické praxi 

Po transplantaci hematopoetických kmenových buněk nemusí dárcovy NK buňky 

vyvolat v těle pacienta patřičný léčebný efekt (anti-leukemické účinky). Tato situace 

nastává pravděpodobně, pokud exprimované receptory KIR na NK buňkách dárce jsou 

schopny interagovat s HLA molekulami I. třídy na leukemických buňkách pacienta. 

V případě inkompatibility KIR mezi dárcem a pacientem se vyskytovalo po 

haploidentické transplantaci hematopoetických buněk méně relapsů. Na zvířecích 

modelech zničily kompatibilní NK buňky dárce leukemické buňky příjemce, aniţ by to 

ovlivnilo krvetvorné tkáně. Tato skutečnost naznačuje moţnost zprostředkované reakce 

štěpu proti leukemickým buňkám bez systémového onemocnění. V klinické praxi jiţ 

některá centra uplatňují kritérium kompatibility HLA molekul a receptorů KIR pří 

výběru dárců, coţ usnadňuje aktivaci NK buněk (Cho a Campana 2005). 

Morretova pracovní skupina provedla studii u pacientů s ALL. Do studie bylo zahrnuto 

21 dětí po transplantaci alloreaktivními hematopoetickými buňkami od rodičů. 

Dárcovské NK buňky přítomné ve štěpu zůstávaly v těle dětských pacientů po dobu 

několika roků a zničily leukemické blasty. Současně tato pracovní skupina poukazuje na 

nutnost různých léčebných přístupů u dětských a dospělých pacientů s AML a ALL 

(Bertaina et al. 2009).  

Klinická studie provedená Krausem et al. (2004) vycházela z předchozích zjištění, ţe 

inducibilní protein Hsp70 exprimovaný na buněčné membráně je specifickou 

rozpoznávací strukturou pro NK buňky s vysokou povrchovou expresí receptoru CD94 

(Mulhoff et al 1995). Peptid TKD odvozený od proteinu Hsp70 je schopný stimulovat 

in vitro cytotoxickou a proliferační aktivitu NK buněk (Multhoff 2001). Pacientům 

s kolorektálními a plicními nádory, které byly rezistentní na terapii, byly podány ex vivo 
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stimulované buňky IL-2/TKD. Terapie neměla ţádné vedlejší účinky a u deseti z 

dvanácti pacientů byla zaznamenána signifikantně vyšší cytotoxická aktivita proti 

Hsp70 pozitivním buňkám spolu se zvýšením povrchové hustoty aktivačního receptoru 

CD94 u NK buněk (Krause et al. 2004).  
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CCCíííllleee   

 

Diplomová práce je součástí základního výzkumu vývoje imunoterapie NK buňkami 

pro budoucí vyuţití k doléčení minimalní reziduální nemoci po standardní léčbě 

chemoterapií nebo radioterapií. Současné léčebné postupy umoţňují eliminaci 

leukemických blastů, ale ne beze zbytku, po ukončení léčby můţe přeţívat aţ 

10
10

 maligních elementů (Campana a Chui 1995). A právě NK buňky by mohly 

eliminovat perzistentní leukemické blasty a zabránit tak relapsu onemocnění. Ruku 

v ruce jdou vedle sebe molekulárně biologické postupy se zaměřením na sledování 

kinetiky onemocnění a imunologické postupy, které charakterizují specifické markery 

na leukemických blastech jednotlivých subtypů leukémie. Společným cílem je 

specifická léčba a vyléčení pacienta (Guinn et al. 2007, van der Valden et al. 2003).  

 

Imunitní dohled NK buněk je zaloţen na křehké rovnováze aktivačních a inhibičních 

signálů, které NK buňka přijímá díky interakci NK buněčných receptorů a příslušných 

ligandů vyjádřených na cílových buňkách (Yokoyama 2005). Námi sledované ligandy 

jsou HLA molekuly I. třídy, molekuly odvozené od HLA I. třídy, proteiny ULBP a 

protein Hsp70. Membránově vázaný protein Hsp70 představuje nádorově specifickou 

rozpoznávací strukturu pro aktivační receptory NK buněk (Multhoff et al. 1997). Bylo 

zjištěno, ţe stimulace NK buněk TKD peptidem (peptid odvozený od Hsp70) společně s 

IL-2 zvyšuje jejich schopnost zabíjet cílové nádorové buňky s pozitivní membránovou 

Hsp70 expresí (Stangl et al. 2008). U proteinu Hsp70 se předpokládá negativní zpětná 

vazba, vzhledem ke zjištění, ţe povrchová exprese Hsp70 je provázena útlumem genové 

exprese u lidských leukemických linií (Hromadníková et al. 2010, Sedláčková et al. 

2010).  
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V diplomové práci se věnujeme následujícím cílům: 

1. Optimalizace systému protilátek pro detekci košaperonu HspBP1 

2. Studium detekce exprese aktivačních a inhibičních ligandů NK buněk na 

lidských leukemických liniích 

3. Vhodnost pouţití monoklonální protilátky cmHsp70.1 FITC (Multimmune 

GmbH, Munich, Germany) pro detekci membránové exprese Hsp70 na 

leukemických blastech v periferní krvi 

4. Ovlivnění exprese inducibilního proteinu Hsp70 na buněčném povrchu 

v průběhu zpracování periferní krve zdravého jedince 

5. Stimulace NK buněk IL-2 a peptidem TKD  

6. Testování NK buněčné cytotoxicity metodou cytotoxického testu zaloţeného na 

uvolňování 
51

Cr 
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MMMaaattteeerrriiiááálll   aaa   mmmeeetttooodddiiikkkaaa   

5. Vzorky 

5.1. Leukemické linie 

Laboratoř disponuje sbírkou lidských leukemických linií odvozených od pacientů s 

AML, ALL a CML. Přehled subtypů leukemických linií uvádí tabulka 4.  

Tab. 4: Přehled leukemických linií (Drexler 2005) 

 

 

 

Buněčná kultura

Název linie CCRF-CEM HL-60 Jurkat K562 OCI/AML 3 TF-1 THP-1 UOC-M1

Reference
Foley et al. 

1965

Collins et al. 

1977

Schneider et 

al.  1977

Lozzio a Lozzio 

1975

Wang et al. 

1989

Kitamura et al. 

1989

Tsuchiya et al. 

1980

Allen et al.  

1998

Životní cyklus 24-30 h 25-40 h 25-35 h 24-30 h neuvedeno 70 h 35-50 h neuvedeno

Kultivační 

médium

88% RPMI 1640 

+ 10% FCS          

+ 1% L-

glutamin + 1% 

penicilin-

streptomycin

88% RPMI 1640 

+ 10% FCS          

+ 1% L-

glutamin + 1% 

penicilin-

streptomycin

88% RPMI 1640 

+ 10% FCS          

+ 1% L-

glutamin + 1% 

penicilin-

streptomycin

88% RPMI 1640 

+ 10% FCS          

+ 1% L-

glutamin + 1% 

penicilin-

streptomycin

 80% α-MEM + 

20% FCS 

88% RPMI 1640 

+ 10% FCS          

+ 1% L-

glutamin + 1% 

penicilin-

streptomycin + 

5 ng/ml GM-

CSF

88% RPMI 1640 

+ 10% FCS          

+ 1% L-

glutamin + 1% 

penicilin-

streptomycin

88% RPMI 1640 

+ 10% FCS          

+ 1% L-

glutamin + 1% 

penicilin-

streptomycin

Klinická data

Diagnoźa T-ALL AML M2 T-ALL CML AML M4 AML M6 AML M5 AML M1

Typ tkáně periferní krev periferní krev periferní krev
pleurální 

výpotek
periferní krev kostní dřeň periferní krev kostní dřeň

Pacient 3 roky, žena 35 let, žena 14 let, muž 53 let, žena 57 let, muž 35 let, muž 1 rok, muž 68 let, muž

Léčebný status

relaps, 

terminální 

stádium

diagnóza 1. relaps blastická krize diagnóza diagnóza relaps diagnóza

Imunofenotyp

T/NK buňky 

CD1−, CD1a+, 

CD2−, CD3+, 

cyCD3+, CD4+, 

CD5+, CD6+, CD7+, 

CD8−, CD27+,  

CD28+, CD56−, 

CD57−, TCRαβ+, 

cyTCRα+, cyTCRβ+, 

TCRγδ−, cyTCRγ−

CD1−, CD2−, CD3−, 

CD4+, CD5−, CD6−, 

CD7−, CD8−, 

CD28−, CD56+, 

CD57−, TCRαβ−, 

TCRγδ−

CD1+, CD2+, CD3+, 

cyCD3+, CD4+, 

CD5+, CD6+, CD7+, 

CD8−, CD27+, 

CD28+, CD57(+), 

TCRαβ+, cyTCRα+, 

cyTCRβ+, TCRγδ−, 

cyTCRγ−

CD1−, CD2−, CD3−, 

CD4−, CD5−, CD7−, 

CD8−, CD28−, 

CD56−, CD57−, 

TCRαβ−,, TCRδ−

CD3−, CD4+, CD7−, 

CD8−

CD3−, CD4−, CD5−, 

CD7−, CD8−, CD57−

CD1−, CD2−, CD3−, 

cyCD3−, CD4+, 

CD7+, CD28−, 

CD57−, TCRαβ−

CD1a−, CD2−, 

CD3−, CD4−, CD5−, 

CD7+, CD8−, CD56−

B buňky

CD9−, CD10−, 

CD19−, CD20−, 

CD21−, CD22−, 

CD23−, CD24−

CD10−, CD19−, 

CD20−, CD21−, 

CD22−, CD23−, 

CD24+, CD40−, 

CD80−, CD86−,

CD9+, CD10−, 

CD19−, CD20−, 

CD21−, CD24−, 

CD40−

B-cel l  CD10−, 

CD19−, CD20−, 

CD21−, CD22−, 

CD40−, CD80+, 

CD86−

CD10−, CD19− CD10−, CD19− CD19−, CD20−, 

CD23(+), CD24+, 

CD80−, CD86+, 

cyIg−, s Ig−

CD10−, CD19−, 

CD20−, CD24+, 

s IgL−
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5.2. Krev zdravých jedinců 

Pro analýzu jsme pouţili periferní krev zdravých dárců v chelatačním činidle EDTA 

(kyselina ethylendiamintetraoctová). Dále jsme testovali vzorky periferní krve zdravých 

dárců dodávaných v antikoagulantu CPD se separovanou krevní plazmou (1 vak pro 

odběr 450 ml ţilní krve dárce s 63 ml antikoagulačního CPD roztoku ve sloţení:  

kyselina citrónová, sodium citrát, sodium bifosfonát monohydrát, dextróza monohydrát, 

voda pro injekce). Vzorky jsme získali z Transfuzního oddělení Fakultní nemocnice 

Královské Vinohrady. Vzorky jsme uchovávali při 8°C a zpracovali do 24 hodin po 

odběru krve. 

6. Průtoková cytometrie 

Průtoková cytometrie (FACS, fluorescence-activated cell sorting) byla stěţejní metodou 

pro vypracování této diplomové práce. Pouţili jsme ji pro detekci povrchových a 

intracelulárních markerů leukemických buněk, testech exprese proteinu Hsp70 a 

stimulaci NK buněk.  

Pro samotnou analýzu jsme pouţívali přístroj FACSCalibur E4188 (Becton Dickinson 

Company, San Jose, USA). Pro správné nastavení přístroje před akvizicí dat bylo třeba 

nastavit optickou soustavu cytometru a kompenzaci. K tomuto účelu slouţily 

monoklonální protilátky izotypových kontrol a povrchových markerů s vysokou expresí 

na analyzovaném typu buněk. Pro rozlišení vitálních a mrtvých buněk jsme pouţívali 

interkalační barvivo 7-AAD (7-Amino-Actinomycin D; Becton Dickinson Company, 

San Jose, USA) s vysokou afinitou k DNA. Standardně jsme načítali 50 000 částic, 

které jsme následně analyzovali v počítačovém programu CellQuest. Vyuţívali jsme 

funkce region a gate, které umoţnily nezávislé zpracování několika buněčných subtypů 

ve vzorku.  

Data jsme zpracovávali v počítačovém programu Microsoft Excel 2007. Oblast 

negativity jsme stanovili na hranici 10% pozitivních buněk ve vzorku (cut-off), 

vycházeli jsme z práce Farkas et al. 2003 a našich experimentů, které provedly 

screening detekce membránové exprese proteinu Hsp70 na lymfocytech periferní krve 

zdravých jedinců. Tento 10% cut-off byl následně arbitrálně pouţit v dalších studiích 

stresových markerů v naší laboratoři (Hromadníková et al. 2010).  
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7. Detekce povrchových a intracelulárních markerů u lidských 

leukemických linií  

7.1. Cíl studie 

Hlavním cílem této studie byla současná detekce aktivačních a inhibičních ligandů 

NK buněk na povrchu blastů u lidských leukemických linií odvozených od pacientů s 

AML (OCI-AML3, THP-1, TF-1, UOC-M1), T-ALL (CCRF-CEM, Jurkat) a CML 

(K562). Dále jsme se věnovali detekci košaperonu HspBP1 na povrchu buňky a 

v intracelulárním prostoru. Systém primární nekonjugované protilátky proti HspBP1 

(Prof. Vince Guerriero, Univerzita v Arizoně, Tucson, USA) a sekundární polyklonální 

PE (fykoerytrin) konjugované IgG protilátky (Abcam, UK) nebyl zatím metodou FACS 

testován, proto studii předcházela optimalizace systému.  

7.2. Leukemické linie 

Linie uskladněné v tekutém dusíku jsme pro analýzy rozmrazili v kompletním 

kultivačním médiu. Kompletní kultivační médium pro všechny linie vyjma OCI/AML3 

obsahuje  RPMI 1640 (Cambrex Bio Sciences, Verviers, Belgie), 10% (v/v) fetální 

telecí sérum inaktivované teplem (FCS, fetal calf serum; Sigma Aldrich, Steinheim, 

Německo), 2 mM L-glutamin (Gibco, Invitrogen, USA) a antibiotika (100 U/ml 

penicilin a 100 mg/ml streptomycin, Sigma Aldrich, Steinheim, Německo). Kompletní 

médium pro linii TF-1 je doplněné o 5 ng/ml růstového faktoru GM-CSF (recombinant 

granulocyte-macrophage colony-stimulating factor; Invitrogen, USA). U leukemické 

linie OCI/AML3 je kompletní kultivační médium sloţeno z média α-MEM (Gibco, 

Invitrogen, USA), 20% (v/v) FCS (Sigma Aldrich, Steinheim, Německo).  

Viabilitu a počet buněk jsme určili pomocí barvení v 0,4% trypanové modři (Sigma 

Aldrich, Steinheim, Německo), Bűrkerovy počítací komůrky a světelného mikroskopu 

B-500BPH (Optika, Itálie). Leukemické linie jsme dále kultivovali v inkubátoru při 

teplotě 37°C v 5% atmosféře oxidu uhličitého. Kompletní kultivační médium jsme 

měnili 2x týdně a určili jsme počet buněk. Přebytečné leukemické buňky jsme opětovně 

zamrazili pro budoucí pouţití v mrazící směsi obsahující 10% Dimetyl sulfoxid 

(DMSO; Sigma Aldrich, Steinheim, Německo), 30% fosfátový pufr (PBS, phosphate 

buffered saline; Sigma Aldrich, Steinheim, Německo), 10% FCS (Sigma Aldrich, 
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Steinheim, Německo) a 50% buněčné suspenze v kultivačním médiu. Abychom 

minimalizovali riziko kontaminace, prováděli jsme veškeré manipulace s leukemickými 

liniemi v laminární boxu Safemate 1,5 (BioAir, Itálie). 

7.3. Optimalizace detekce košaperonu HspBP1 pomocí průtokové 

cytometrie 

Systém primární nekonjugované protilátky anti-HspBP1 (Prof. Vince Guerriero, 

Univerity of Arizona, Arizona, USA,) a sekundární polyklonální PE konjugované IgG 

protilátky (Abcam, UK) pro detekci košaperonu HspBP1 nebyl zatím testován na 

leukemických buňkách metodou FACS na povrchu buňky ani v intracelulárním 

prostoru, tudíţ neexistují doporučená mnoţství a koncentrace pouţívaných protilátek. 

Pouze sekundární protilátka má výrobcem doporučenou širokou škálu ředění v rozsahu 

1:50-1:200, výrobce doporučuje optimalizaci pro pouţívaný systém. Cílem práce byla 

empirická optimalizace systému protilátek na leukemických liniích odvozených od 

pacientů s T-ALL (Jurkat) a AML (THP1) metodou FACS.  

7.3.1. Průtoková cytometrie (FACS) 

Protilátky 

Systém detekující HspBP1 obsahuje primární nekonjugovanou protilátku proti 

HspBP1(Prof. Vince Guerriero, Univerzita v Arizoně, Tucson, USA), kterou jsme 

titrovali v koncentracích 1mg/ml, 0,1 mg/ml, 0,01 mg/ml, 0,001mg/ml a sekundární 

polyklonální PE konjugovanou IgG protilátku (Abcam, UK), kterou jsme naředili 

1:100 v roztoku PBS na koncentraci 0,005 mg/ml. Jako izotypovou kontrolu jsme 

pouţili primární nekonjugovanou IgG protilátku (Abcam,UK) a následně stejnou 

sekundární protilátku jako u HspBP1, sekundární polyklonální PE konjugovanou IgG 

protilátku (Abcam,UK).  

Jako pozitivní kontrola slouţila monoklonální FITC konjugovaná protilátka proti 

inducibilnímu proteinu Hsp70 (Multimmune GmbH, Munich, Germany), monoklonální 

PE a FITC konjugovaná protilátka proti antigenu CD3 (BD Pharmingen, USA). 

Izotypovými kontrolami byli monoklonální myší IgG protilátky (IgG1-FITC, IgG1-PE; 

BD Biosciens, USA) 
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Povrchová detekce HspBP1 

Vzorky obsahující 0,3-0,5 x 10
6 

buněk jsme promyli roztokem PBS obsahujícím 

10% FCS a centrifugovali při 300 g po dobu 5 minut při teplotě 4°C. Po odsátí 

supernatantu jsme aplikovali primární nekonjugovanou protilátku, následovala inkubace 

ve tmě po dobu 30 minut a promytí buněčné suspenze v roztoku 10% FCS/PBS. Poté 

jsme aplikovali sekundární polyklonální PE konjugovanou IgG protilátku se stejnou 

inkubací a promytím. Monoklonální protilátky jsme aplikovali v prvním nebo druhém 

barvícím kroku dle aktuálních výsledků optimalizace. 

Optimalizace protokolu intracelulárního barvení 

Vzorky obsahující 0,5-1,5 x 10
6 

buněk, jsme promyli roztokem PBS obsahujícím 10% 

FCS a centrifugovali při 300 g po dobu 5 minut při teplotě 4°C. Následně jsme 

permeabilizovali buněčnou membránu 0,5-0,0005% roztokem digitoninu (Sigma 

Aldrich, Steinheim, Německo) v pufru PBS (Sigma Aldrich, Steinheim, Německo). 

Počet buněk a koncentrace digitoninu závisela na aktuálních výsledcích optimalizace. 

Po promytí roztokem 10% FCS/PBS jsme aplikovali monoklonální PE konjugovanou 

protilátku CD3 (BD Pharmingen, USA). Vzorky jsme inkubovali 30 minut na ledu a ve 

tmě. Po odmytí protilátky roztokem digitoninu/PBS jsme buněčnou suspenzi 

resuspendovali v 500µl  roztoku 10% FCS/PBS a měřili na cytometru FACSCalibur.  

Intracelulární detekce HspBP1   

Vzorky obsahující 1,5 x 10
6
 buněk jsme promyli roztokem PBS obsahujícím 10% FCS 

a centrifugovali při 300 g po dobu 5 minut při teplotě 4°C. Následně jsme 

permeabilizovali buněčnou membránu 0,005% roztokem digitoninu (Sigma Aldrich, 

Steinheim, Německo) v pufru PBS (Sigma Aldrich, Steinheim, Německo). Po promytí 

roztokem 10% FCS/PBS jsme aplikovali primární nekonjugovanou protilátku proti 

HspBP1 (Prof. Vince Guerriero, Univerzita v Arizoně, Tucson, USA) a inkubovali 

vzorky po dobu 30 minut na ledu a ve tmě. Následně jsme promyli vzorky roztokem 

digitoninu/PBS. Ve druhém barvícím kroku jsme opět permeabilizovali buněčnou 

membránu a aplikovali sekundární polyklonální PE konjugovanou IgG protilátku 

(Abcam,UK). Po odmytí protilátky jsme buněčnou suspenzi resuspendovali v 500µl 

roztoku 10% FCS/PBS a měřili na cytometru FACSCalibur.  
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Monoklonální protilátky jsme aplikovali v prvním nebo druhém barvícím kroku dle 

aktuálních výsledků optimalizace. 

7.4. Detekce košaperonu HspBP1 a proteinu Hsp70 v cytosolu 

V této práci jsme se zaměřili na studium detekce košaperonu HspBP1 a proteinu Hsp70 

v intracelulárním prostoru leukemických buněk.  

7.4.1. Průtoková cytometrie 

Vzorky obsahující 1,5 x 10
6 

buněk jsme promyli roztokem PBS obsahujícím 10% FCS a 

centrifugovali při 300 g po dobu 5 minut při teplotě 4°C. Následně jsme 

permeabilizovali buněčnou membránu 0,005% roztokem digitoninu (Sigma Aldrich, 

Steinheim, Německo) v pufru PBS (Sigma Aldrich, Steinheim, Německo) a po promytí 

roztokem 10% FCS/PBS jsme aplikovali primární nekonjugovanou protilátku proti 

HspBP1 (Prof. Vince Guerriero, Univerzita v Arizoně, Tucson, USA) a inkubovali 

vzorky po dobu 30 minut na ledu a ve tmě. Ve druhém barvícím kroku jsme opět 

permeabilizovali buněčnou membránu a aplikovali sekundární polyklonální PE 

konjugovanou IgG protilátku (Abcam, Spojené království Velké Británie a Irska). 

Separátně ale paralelně jsme dále pracovali s protilátkou proti inducibilnímu proteinu 

Hsp70 (Multimmune GmbH, Munich, Germany), kterou jsme aplikovali ve druhém 

barvícím kroku. Buňky jsme inkubovali 30 minut na ledu a ve tmě a následně promyli 

pufrem PBS obsahujícím 10% FCS. Po naředění buněčné suspenze jsme vzorky 

analyzovali na cytometru FACS Calibur. 

7.5. Detekce exprese povrchových markerů  

V této práci jsme se zaměřili na studium detekce povrchových markerů u lidských 

leukemických linií odvozených od pacientů s AML, T-ALL a CML. Jednalo se o 

aktivační ligandy NK buněk: MIC-A, MIC-A/B, ULBP-1,-2,-3,-4 a inhibiční ligand 

NK buněk: HLA-E. Dále jsme studovali expresi inducibilního proteinu HSP70 a 

košaperonu HspBP1.  

7.5.1. Průtoková cytometrie 

Barvení monoklonálními konjugovanými protilátkami 

Vzorky obsahující 0,3-0,5 x 10
6 

buněk jsme promyli roztokem PBS obsahujícím 

10% FCS a centrifugovali při 300 g po dobu 5 minut při teplotě 4°C. Supernatant jsme 
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odsáli a na peletu aplikovali monoklonální PE konjugované protilátky anti-MIC-A, 

-MIC-A/B, -ULBP2 (R&D systems, Minneapolis, USA) a anti-HLA-E (eBioscience, 

San Diego, USA), z monoklonálních FITC konjugovaných protilátek jsme pouţili 

protilátku proti inducibilnímu proteinu cmHsp70.1 (Multimmune GmbH, Munich, 

Germany) a Hsp70 (SPA810) (Stressgen Biotechnologies Corporation, Victoria, 

Kanada). Pro nastavení cytometru jsme pouţili ke kompenzaci monoklonální PE a FITC 

konjugovanou protilátku anti-CD45 (Becton Dickinson, San Jose, USA) a izotypové 

kontroly monoklonální myší IgG protilátky (IgG1 FITC, IgG1 PE, IgG2a PE a 

IgG2b PE; BD Biosciens, USA). Protilátky jsme inkubovali 30 minut na ledu a ve tmě, 

následně promyli roztokem PBS obsahujícím 10% FCS a centrifugovali při 300 g po 

dobu 5 minut při teplotě 4°C. Po odsátí supernatantu jsme vzorek resuspendovaly v PBS 

a měřili na přístroji FACSCalibur. 

Barvení primárními nekonjugovanými protilátkami a sekundární PE 

konjugovanou IgG protilátkou 

Systém pro detekci povrchové exprese proteinů ULBP-1, ULBP-3, ULBP-4 je sloţen 

z primární nekonjugované protilátky anti-ULBP1, -ULBP3, ULBP4 (Amgen Inc., 

California, USA)
1
 a sekundární PE kojugované IgG protilátky (R&D systems, 

Minneapolis, USA). Pozitivní kontrolou byla kombinace primární nekonjugované 

protilátky anti-CD45 (R&D systems, Minneapolis, USA) a sekundární PE kojugované 

IgG protilátky (R&D systems, Minneapolis, USA). Jako izotypová kontrola byla 

zvolena nekonjugovaná myší IgG protilátka (MBL, Japonsko) v kombinaci se 

sekundární PE kojugovanou IgG protilátkou (R&D systems, Minneapolis, USA).  

Po promytí buněk roztokem 10%FCS/PBS a odsátí supernatantu jsme aplikovali 

primární nekonjugované protilátky. Vzorky jsme inkubovali 30 minut na ledu a ve tmě. 

Po odmytí protilátek roztokem 10% FCS/PBS jsme aplikovali sekundární PE 

konjugovanou IgG protilátku. Vzorky jsme inkubovali 30 minut na ledu a ve tmě, po 

odmytí protilátek jsme vzorek resusupendovali v 10%FCS/PBS a měřili na přístroji 

FACSCalibur. 

                                                 
1
 Protilátky proti ULBP-1, ULBP-3, ULBP-4 byly získány darem v rámci kontraktu 

Master materials and funding agreement (200904553) ze dne 17.4.2009 mezi 

3. lékařskou fakultou Univerzity Karlovy a firmou Amgen Inc., California, USA. 
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8. Detekce membránové exprese Hsp70 na buňkách lidské 

leukémie ve směsi s periferní krví s využitím monoklonální 

protilátky cmHsp70.1 FITC 

8.1. Materiál 

Studii jsme provedli na periferní krvi zdravých dárců v nesráţlivém činidle EDTA 

uchovávané při 8°C a lidské leukemické linii odvozené od pacientů s AML (UoC-M1) a 

T-ALL (Jurkat). Linie uskladněné v tekutém dusíku jsme pro analýzu rozmrazili 

v kompletním kultivačním médiu. Kompletní kultivační médium obsahuje  RPMI 1640 

(Cambrex Bio Sciences, Verviers, Belgie), 10% FCS (Sigma Aldrich, Steinheim, 

Německo), 2 mM L-glutamin (Gibco, Invitrogen, USA) a antibiotika (100 U/ml 

penicilin a 100 mg/ml streptomycin, Sigma Aldrich, Steinheim, Německo). Leukemické 

linie jsme kultivovali v inkubátoru při teplotě 37°C v 5% atmosféře oxidu uhličitého. 

Kompletní kultivační médium jsme měnili 2x týdně. Abychom minimalizovali riziko 

kontaminace, prováděli jsme veškeré manipulace s leukemickými liniemi v laminární 

boxu Safemate 1,5 (BioAir, Itálie). 

8.2.  Směs plné krve zdravého jedince a lidské leukemické linie 

odvozené od AML, T-ALL 

Podle standardního protokolu jsme pouţili objem 100 µl plné krve na testovaný vzorek 

bez přidání buněk leukemické linie. Ve směsi jsme pouţili 100µl periferní krve 

s přidáním buněk leukemické linie v mnoţství 0,1x10
6
, 0,5x10

6
, 1x10

6
. V následné 

analýze jsme sníţili objem plné krve a přidali konstantní mnoţství buněk leukemické 

linie, konkrétně se jednalo o hodnoty 10 µl plné krve a 0,3x10
6
buněk, 20 µl krve a 

0,3x10
6
buněk, 50 µl krve a 0,3 x 10

6
buněk. Ve vzorku leukemických linií bez přidání 

krve jsme pouţili vţdy mnoţství 0,3x10
6 

buněk. 

8.3. Průtoková cytometrie 

Vzorky jsme promyli roztokem PBS obsahujícím 10% FCS a centrifugovali při 300 g 

po dobu 5 minut při teplotě 4°C. Supernatant jsme odsáli a na peletu 

aplikovali monoklonální FITC konjugovanou protilátku proti inducibilnímu proteinu 

Hsp70 (cm.Hsp70.1, Multimmune GmbH, Munich, Germany). Pro nastavení cytometru 

jsme pouţili ke kompenzaci monoklonální PE a FITC konjugovanou protilátku anti-
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CD45 (Becton Dickinson, San Jose, USA) a izotypovou kontrolu monoklonální myší 

IgG protilátky (IgG1-FITC, IgG1-PE; BD Biosciens, USA). Protilátky jsme inkubovali 

30 minut na ledu a ve tmě, následně promyli roztokem PBS obsahujícím 10% FCS a 

centrifugovali při 300 g po dobu 5 minut při teplotě 4°C. Po odsátí supernatantu jsme 

vzorek resuspendovali v PBS a měřili na přístroji FACS Calibur. 

9. Ovlivnění membránové exprese inducibilního proteinu 

Hsp70 zpracováním biologického materiálu 

9.1. Materiál a jeho zpracování 

Z plné krve jsme izolovali mononukleární buňky (PBMC buňky) na hustotním 

gradientu Ficollu (Sigma Aldrich, Steinheim, Německo). PBMC buňky jsme dále 

inkubovali při teplotě 37°C v 5% atmosféře oxidu uhličitého za pouţití kompletního 

kultivačního média v mnoţství na 1x10
6
 PBMC buněk/ 1 ml média. Kultivační médium 

obsahovalo RPMI 1640 (Cambrex Bio Sciences, Verviers, Belgie), 10% FCS (Sigma 

Aldrich, Steinheim, Německo), 2 mM L-glutamin (Gibco, Invitrogen, USA) a 

antibiotika (100 U/ml penicilin a 100 mg/ml streptomycin, Sigma Aldrich, Steinheim, 

Německo).  

9.2. Průtoková cytometrie 

Vzorky jsme analyzovali v den izolace, následně třetí a čtvrtý den. Vzorky obsahující  

0,3-0,5 x 10
6 

buněk jsme promyli roztokem PBS obsahujícím 10% FCS a centrifugovali 

při 300 g po dobu 5 minut při teplotě 4°C. Supernatant jsme odsáli a na peletu 

aplikovali monoklonální FITC konjugovanou protilátku cm.Hsp70.1 (Multimmune 

GmbH, Munich, Germany) a anti-Hsp70 (SPA810) (Stressgen Biotechnologies 

Corporation, Victoria, Kanada). Pro nastavení cytometru jsme pouţili ke kompenzaci 

monoklonální PE a FITC konjugovanou protilátku proti antigenu CD3 (BD 

Pharmingen, USA) a izotypovou kontrolu monoklonální myší IgG protilátky (IgG1 

FITC, IgG1 PE; BD Biosciens, USA). Protilátky jsme inkubovali 30 minut na ledu a ve 

tmě, následně promyli roztokem PBS obsahujícím 10% FCS a centrifugovali při 300 g 

po dobu 5 minut při teplotě 4°C. Po odsátí supernatantu jsme vzorek resuspendovaly v 

500µl PBS a měřili na přístroji FACS Calibur. 
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10. Stimulace NK buněk peptidem TKD a IL-2 

10.1. Materiál  

V naší práci jsme pouţili periferní krev v nesráţlivém činidle EDTA a vzorky periferní 

krve zdravých dárců dodávaných v antikoagulantu po separaci krevní plazmy. Z plné 

krve jsme izolovali PBMC buňky na hustotním gradientu Ficollu (Sigma Aldrich, 

Steinheim, Německo).  

10.2. Stimulace 

Izolované PBMC buňky jsme dále inkubovali při teplotě 37°C v 5% atmosféře oxidu 

uhličitého za pouţití kompletního kultivačního média v mnoţství na 1x10
6
 PBMC 

buněk/ 1 ml média. Kultivační médiu obsahovalo RPMI 1640 (Cambrex Bio Sciences, 

Verviers, Belgie), 10% FCS (Sigma Aldrich, Steinheim, Německo), 2 mM L-glutamin 

(Gibco, Invitrogen, USA) a antibiotika (100 U/ml  penicilin a 100 mg/ml streptomycin, 

Sigma Aldrich, Steinheim, Německo). K médiu jsme přidali 2 ng/ml peptidu TKD nebo 

100 000 IU/ml interleukinu IL-2 a kombinaci IL-2/TKD, kontrolní sadu vzorků jsme 

ponechali bez stimulace. 

10.3. Průtoková cytometrie 

Vzorky jsme analyzovali v rozmezí 1-5 dnů od stimulace. Vzorky s 0,5 x 10
6 

buněk 

jsme promyli roztokem PBS obsahujícím 10% FCS a centrifugovali při 300 g po dobu 

5 minut při teplotě 4°C. Supernatant jsme odsáli a na peletu aplikovalí monoklonální 

FITC konjugovanou protilátku anti- CD3 (BD Pharmingen, USA), -CD94 (BD 

Pharmingen, USA), -CD69 (BD Bioscience, USA) a monoklonální PE konjugované 

protilátky anti-CD3 (BD Pharmingen, USA), -NKG2D (BD Pharmingen, USA), -CD56 

(BD Pharmingen, USA). Pro nastavení cytometru jsme pouţili ke kompenzaci 

monoklonální PE a FITC konjugovanou protilátku proti antigenu CD3 (BD 

Pharmingen, USA) a izotypovou kontrolu monoklonální myší IgG protilátky (IgG1 

FITC, IgG1 PE; BD Biosciens, USA). Protilátky jsme inkubovali 30 minut na ledu a ve 

tmě, následně promyli roztokem PBS obsahujícím 10% FCS a centrifugovali při 300 g 

po dobu 5 minut při teplotě 4°C. Po odsátí supernatantu jsme vzorek resuspendovali v 

500µl PBS a měřili na přístroji FACS Calibur. 
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11. Cytotoxický test 

Ve spolupráci s MUDr. Annou Fišerovou Ph.D. z Mikrobiologického ústavu Akademie 

věd České republiky jsme před provedením cytotoxického testu nejprve testovali 

značitelnost leukemických linií radioaktivním izotopem chromu 
51

Cr.  

11.1. Materiál 

Výše zmíněné lidské leukemické odvozené od pacientů s AML, T-ALL a CML 

uskladněné v tekutém dusíku jsme pro analýzu rozmrazili ve výše uvedených 

kompletních kultivačních médiích. Leukemické linie jsme kultivovali v inkubátoru při 

teplotě 37°C v 5% atmosféře oxidu uhličitého. Kompletní kultivační médium jsme 

měnili 2x týdně a určili jsme počet buněk. Přebytečné leukemické buňky jsme opětovně 

zamrazili pro budoucí pouţití.  

Cílové buňky jsme kultivovali s radiozotopem 
51

Cr (Lacomed, Česká republika), který 

se inkorporoval do buněk. Následně jsme na gamascintilačním přístroji Microbeta 

Trilux (Wallac, Finland) stanovili celkové mnoţství 
51

Cr v buňkách 3,5 hodiny po 

aplikaci radioizotopu (H+3,5), dále maximální rozpad buněk po přidání 10% Tritonu 

X100 (Sigma Aldrich, Steinheim, Německo) a spontánní uvolnění 
51

Cr v H+3,5 a H+18. 

Ze zjištěných hodnot jsme stanovili procento specificky uvolněného 
51

Cr.  
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VVVýýýsssllleeedddkkkyyy   

12. Detekce povrchových a intracelulárních markerů u 

lidských leukemických linií odvozených od pacientů s AML, 

T-ALL, CML 

 

12.1. Optimalizace protokolu pro detekci košaperonu HspBP1 

metodou FACS 

Optimalizace detekce košaperonu HspBP1 metodou FACS předcházela studiím detekce 

exprese na buněčné membráně a v intracelulárním prostoru lidských leukemických linií.   

12.1.1. Optimalizace detekce membránové exprese košaperonu 

HspBP1 

Test 1 

Pro optimalizaci byla zvolena lidská leukemická linie odvozená od pacienta s AML 

(THP-1), která byla při první provedené analýze (D+64) negativní na HspBP1. V dalším 

testování jsme buňky vystavili tepelným stresovým podmínkám v termobloku při 

teplotě 43°C po dobu 30 minut. Paralelně jsme pracovali s tepelně nestresovanými 

buňkami. Tepelně stresované buňky měly vyšší povrchovou expresi inducibilního 

proteinu Hsp70 o 18%. Nicméně košaperon HspBP1 nebyl detekován v ţádném vzorku. 

Výsledky shrnuje tabulka 5. 
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Tab. 5: Výsledky povrchové exprese systému HspBP1 na linii THP-1 

linie THP-1  D+64  D+68 

protilátky  
  

koncentrace 
protilátky  

  

bez tepelného 
stresu 

bez tepelného 
stresu 

tepelný stres 

membránová 
exprese (%)  

membránová 
exprese (%)  

membránová 
exprese (%)  

anti-HspBP1 + IgG PE 0,001mg/ml 0,01 0,45 0,1 

anti-HspBP1 + IgG PE 0,01 mg/ml 0,02 0,5 0,26 

anti-HspBP1 + IgG PE 0,1 mg/ml 0,15 0,42 0,25 

anti-HspBP1 + IgG PE 1 mg/ml 0,13 - - 

cmHsp70.1 FITC 1,25 mg/ml - 19,87 36,25 

- měření se neprovádělo     

D+X  den kultivace        
% exprese - procento pozitivních buněk v průniku regionů leukemické populace a 7-AAD 
negativní oblasti; cut-off 10% 
  

 

Test 2 

Dále jsme testovali lidskou leukemickou linii odvozenou od pacienta s T-ALL (Jurkat). 

Paralelně jsme pouţili separátní protokol pro intracelulární barvení leukemických linií a 

protokol povrchového barvení leukemických linií. 

Membránová exprese HspBP1 byla u linie Jurkat negativní. Měření intracelulární 

HspBP1 exprese nebylo moţné uskutečnit, neboť došlo k lýze buněk roztokem 

digitoninu, výsledky shrnuje tabulka 6.  

  



48 

 

Tab. 6: Výsledky membránové a intracelulární exprese HspBP1 na linii Jurkat 

linie Jurkat koncentrace 
protilátky HspBP1 

D+7  D+11   

povrchové barvení exprese (%) exprese (%) 

anti-HspBP1 + IgG PE 0,1 mg/ml 0,12 - 

anti-CD3 FITC   91,56 - 

cmHsp70.1 FITC   9,44 - 

intracelulární barvení       

anti-HspBP1 + IgG PE 0,1 mg/ml 0 0 

anti-CD3 FITC   0 0 

cmHsp70.1 FITC   0 0 

použito 0,5x106 buněk/zkumavka     

D+X  den kultivace      

% procento pozitivních buněk v průniku regionů leukemické 
populace a    7-AAD negativní oblasti; cut-off 10% 

- měření se neprovádělo   

 

Závěr testu 1-2 

Testované lidské leukemické linie odvozené od pacientů s AML (THP-1) a T-ALL 

(Jurkat) byly negativní při testování membránové exprese HspBP1. Z důvodu lýzy 

buněk roztokem digitoninu jsme dále optimalizovali protokol pro intracelulární barvení, 

aby bylo moţné pokračovat v testování systému HspBP1. 

12.1.2. Optimalizace protokolu intracelulárního barvení 

Test 3 

Pro optimalizaci, jsme vybrali protilátku anti-CD3 PE a FITC konjugovanou (BD 

Pharmingen, USA), protoţe CD3 je u linie Jurkat exprimován intracelulárně (cCD3). 

Optimální koncentrace roztoku digitoninu se pohybují mezi hodnotami 0,005-0,0005%. 

Avšak nejniţší koncentrace roztoku digitoninu 0,0005% má niţší výsledky exprese 

CD3. Vyšší koncentrace digitoninu způsobily lýzu buněk. Výsledky shrnuje tabulka 7. 
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Tab. 7: Výsledky intracelulární detekce exprese antigenu CD3  

linie Jurkat  D+11 

antigen koncentrace digitoninu intracelulární exprese (%) 

CD3  0,50% lýza buněk 

CD3  0,05% lýza buněk 

CD3  0,005% 36,40 

CD3  0,0005% 0,18 

použito 1x106 buněk/zkumavka   

D+X  den kultivace  
% (intracelulární exprese) procento pozitivních buněk v regionu leukemické populace; 
cut-off 10% 
  

 

Test 4 

Pro další optimalizaci protokolu intracelulárního barvení buněk pro průtokovou 

cytometrii jsme pouţili 0,01%, 0,005 % a 0,001% roztok digitoninu. U povrchového 

barvení jsme zaznamenali shodné výsledky u všech třech vzorků, v následné 

intracelulární detekci s permeabilizaci membrány roztokem digitoninu jsme 

zaznamenali srovnatelné výsledky detekce exprese antigenu CD3 u 0,01% (53,16%) a 

0,005% (52,69%) roztoku digitoninu. Výsledky shrnuje tabulka 8. 

Tab. 8: Výsledky membránové a intracelulární detekce exprese antigenu CD3 

Linie 
Jurkat 

 D+13 D+13 

antigen koncentrace digitoninu membránová exprese (%) intracelulární exprese (%) 

CD3 0,01% 37,87 53,16 

CD3 0,005% 38,96 52,69 

CD3 0,001% 38,16 25,6 

použito 1x106 buněk/zkumavka     

D+X  den kultivace      
% exprese - procento pozitivních buněk  regionu leukemické populace u intracelulární exprese 
nebo  průniku regionů leukemické populace a 7-AAD negativní oblasti u membránové exprese; 
cut-off 10%  
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Test 5 

Při kombinovaném protokolu povrchového a intracelulárního barvení v jedné zkumavce 

byla detekována niţší exprese antigenu CD3 neţli v samostatném intracelulárním 

barvení. Nezaznamenali jsme rozdíly při povrchovém barvení. Výsledky shrnuje 

tabulka 9. 

Tab. 9: Výsledky detekce antigenu CD3 u kombinovaného protokolu pro povrchové a 

intracelulární barvení 

linie Jurkat   D+18 

antigen 
koncentrace   
digitoninu 

membránová exprese 
(%) 

intracelulární exprese 
(%) 

kombinovaný protokol       

CD3 0,01% 36,15 50,18 

CD3 0,005% 42,39 50,81 

CD3 0,001% 36,4 31,7 

intracelulární barvení       

CD3 0,01% - 74,92 

CD3 0,005% - 79,81 

CD3 0,001% - 53,73 

povrchové barvení       

CD3 x 44,04 - 

použito 1x106 buněk/zkumavka   

D+X den kultivace       

X povrchové barvení bez přidání roztoku digitoninu 

 měření se neprovádělo         

% exprese - procento pozitivních buněk  regionu leukemické populace u intracelulární exprese 
nebo  průniku regionů leukemické populace a 7-AAD negativní oblasti u membránové exprese; 
cut-off 10% 

 Závěr 3-5 

Pro permeabilizaci membrány při intracelulárním barvení je optimální 0,01%-0,005% 

roztok digitoninu, niţší koncentrace má za následek nedostatečnou permeabilizaci 

membrány a vyšší koncentrace lyzuje buňky. Nebudeme pouţívat kombinovaný 

protokol intracelulárního a povrchového barvení. V dalších testech se budeme věnovat 

detekci HspBP1 v intracelulárním prostoru a dle výsledků stanovíme koncentraci 

roztoku digitoninu pro následnou studii. 
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12.1.3. Optimalizace intracelulární detekce košaperonu HspBP1 

Test 6 

Dále jsme testovali protokol se samostatnou inkubací protilátek anti-HspBP1, IgG PE a 

anti-CD3 FITC, které vţdy předcházela inkubace buněk v 0,01% a 0,005% roztoku 

digitoninu pro permeabilizaci buněčné membrány. 

Po třetí inkubaci buněk v roztoku digitoninu byly všechny buňky lyzovány.  

Závěr 6 

V dalších testech budeme pouţívat niţší koncentraci roztoku digitoninu (0,005%), 

vynecháme třetí barvící krok a tedy i třetí inkubaci buněk v roztoku digitoninu. 

Pouţijeme koncentraci protilátky anti-HspBP1 0,1 mg/ml ve všech následných 

analýzách. Pozitivní kontrolu přidáme v prvním nebo druhém barvícím kroku. Z důvodu 

přetrvávající degradace buněk roztokem digitoninu navýšíme mnoţství výchozího počtu 

buněk na 1,5 x 10
6
 a vynecháme druhou permeabilizaci membrány roztokem digitoninu. 

Test 7 

Poprvé jsme detekovali pozitivní expresi u systému košaperonu HspBP1 (12,29%) 

v intracelulárním prostoru buňky. Při vynechání druhého inkubačního kroku roztokem 

digitoninu byly niţší výsledky u detekce exprese u antigenu CD3 a HspBP1 byl 

negativní. Výsledky shrnuje tabulka 10. 

Tab. 10: Výsledky současné intracelulární detekce HspBP1 a antigenu CD3 v jedné 

zkumavce s vynecháním druhé inkubace v digitoninu 

linie Jurkat   D+24 

2. inkubace roztokem 
digitoninu protilátka intracelulární exprese (%) 

Ano anti-HspBP1 + IgG PE 12,29 

Ano anti CD3 FITC 67,51 

Ne anti-HspBP1 + IgG PE 0,39 

Ne anti CD3 FITC 57,14 

použito 1,5x106 buněk/zkumavka 

 D+X den kultivace    

% exprese - procento pozitivních buněk regionu leukemické populace; cut-off 10% 
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Závěr 7 

Nelze vynechat druhou inkubaci buněk v  roztoku digitoninu, dochází k reparaci 

plazmatické membrány. Poprvé jsme detekovali intracelulární expresi HspBP1. Dále 

vyzkoušíme vliv tepelného šoku, očekáváme zvýšení exprese HspBP1. 

12.1.4. Optimalizace intracelulární detekce košaperonu HspBP1, 

vystavení buněk tepelným stresovým podmínkám 

Test 8 

Testovali jsme ovlivnění exprese košaperonu HspBP1 vystavením buněk tepelnému 

šoku. 

 U buněk vystavených tepelnému šoku byly detekovány vyšší hodnoty košaperonu 

HspBP1 (56,10%) a antigenu CD3 (91,30%) neţli u nestresovaných buněk (HspBP1 

14,30%, CD3 72,90%). Výsledky shrnuje tabulka 11. 

Tab. 11: Výsledky FACS intracelulární detekce HspBP1 a antigenu CD3 při vystavení 

buněk tepelnému šoku 

linie Jurkat   D+25 

tepelný šok protilátka intracelulární exprese (%) 

ano anti-HspBP1 + IgG PE 56,1 

ano anti CD3 FITC 91,3 

ne anti-HspBP1 + IgG PE 14,3 

ne anti CD3 FITC 72,9 

použito 1,5x106 buněk/zkumavka   

D+X den kultivace     

% exprese - procento pozitivních buněk v  regionu leukemické populace; cut-off 10% 

 

Závěr 8 

Po vystavení buněk tepelného šoku dochází k signifikantnímu zvýšení exprese HspBP1. 
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12.1.5. Testování možné kompetice protilátek v průběhu zpracování 

vzorku pro FACS analýzu  

Test 9 

Testovali jsme moţné kompetice mezi primární nekonjugovanou protilátkou anti-

HspBP1 a sekundární PE konjugovanou IgG protilátkou pro detekci košaperonu 

HspBP1 a standardně pouţívanými monoklonálními protilátkami anti-CD3.  

Při inkubaci dvou protilátek (anti-HspBP1 a anti-CD3 FITC) v prvním barvícím kroku 

byl HspBP1 negativní (5,22% s tepelným šokem a 3,68% bez tepelného šoku). Při 

samostatné inkubaci nekonjugované anti-HspBP1 v prvním barvícím kroku a inkubaci 

sekundární polyklonální protilátky IgG PE společně s monoklonální protilátkou anti-

CD3 FITC v druhém barvícím kroku jsme detekovali pozitivní expresi košaperonu 

HspBP1 (59,25% s tepelným šokem a 14,34% bez tepelného šoku). Pořadí přidání 

protilátek nemělo vliv na expresi antigenu CD3. Výsledky shrnuje tabulka 12. 

Tab. 12: Výsledky intracelulární detekce po vystavení buněk tepelnému šoku a při 

různém uspořádání inkubace protilátek 

linie Jurkat 
 

D+27 

tepelný šok antigen intracelulární exprese (%) 

pořadí přidání protilátek 

1. barvící krok anti-HspBP1 + anti-CD3 FITC 

2. barvící krok  IgG PE 

ano HspBP1 5,22 

ano CD3 98 

ne HspBP1 3,67 

ne CD3 69,65 

pořadí přidání protilátek 

1. barvící krok anti-HspBP1 

2. barvící krok  IgG PE + anti-CD3 FITC 

ano HspBP1 59,25 

ano CD3 91,33 

ne HspBP1 14,34 

ne CD3 72,91 

použito 1,5x106 buněk/zkumavka 
 D+X den kultivace   

% exprese - procento pozitivních buněk regionu leukemické populace; cut-off 10% 
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Závěr 9 

Došlo ke kompetici protilátek při intracelulárním barvení. Ověříme moţnost kompetice 

s další monoklonální protilátkou cmHsp70.1 FITC . Současně se nám podařilo 

v intracelulárním prostoru detekovat pozitivní expresi HspBP1.  

Test 10 

Dále jsme pracovali se separátním protokolem intracelulárního a povrchového barvení. 

Zařadili jsme do testu kompetice protilátek další primární monoklonální FITC 

konjugovanou protilátku cmHsp70.1 (Multimmune GmbH, Munich, Germany). 

Intracelulárně jsme detekovali expresi HspBP1 ve všech vzorcích, ale v kombinaci 

s anti-CD3 jsou niţší výsledky neţli v kombinaci s cmHsp70.1. Při detekci 

membránové exprese jsme detekovali pozitivní expresi HspBP1 u kombinace s anti-

CD3 při tepelném šoku i bez tepelného šoku, ale negativní v kombinaci systému 

HspBP1 a cmHsp70.1 bez tepelného šoku. Výsledky shrnuje tabulka 13. 

Tab. 13: Výsledky FACS povrchového a intracelulárního barvení  košaperonu HspBP1 

linie Jurkat         D+32 

pořadí přidání protilátek 
tepelný 

šok antigen 
intracelulární 
exprese (%) 

membránová 
exprese (%) 

1. anti-HspBP1  

ano 

HspBP1 54,6 62,2 

2. IgG PE + anti-CD3 FITC  CD3 73,9 78,5 

1. anti-HspBP1  

ano 

HspBP1 99,7 0,68 

2. IgG PE + cmHsp70.1 FITC  Hsp70 99,9 6,4 

1. anti-HspBP1  

ne 

HspBP1 43,2 17,2 

2. IgG PE + anti-CD3 FITC  CD3 82,4 69,8 

1. anti-HspBP1  

ne 

HspBP1 99,8 9,97 

2. IgG PE + cmHsp70.1 FITC  Hsp70 100 11,5 

intracelulární barvení: použito 1,5x106 buněk/zkumavka; povrchové barvení: použito 0,5x106 

buněk/zkumavka 

D+X den kultivace           
% exprese - procento pozitivních buněk  regionu leukemické populace u intracelulární exprese 
nebo  průniku regionů leukemické populace a 7-AAD negativní oblasti u membránové exprese; 
cut-off 10% 
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Závěr 10 

Došlo ke kompetici protilátek v průběhu zpracování vzorku pro FACS analýzu. 

Test 11 

Z důvodu kompetice monoklonálních protilátek cmHsp70.1 FITC a anti-CD3 PE s 

polyklonální protilátkou IgG PE v intracelulárním prostoru jsme testovali vzájemné 

ovlivnění těchto protilátek při povrchovém barvení. A současně jsme testovali 

membránovou expresi HspBP1.  

Při duplexním barvení s HspBP1 byly hodnoty povrchové exprese inducibilního 

proteinu Hsp70 s tepelným šokem 49,32% a v monoplexu 63,25%. Při duplexním 

barvení protilátkami cmHsp70.1 FITC a CD3 PE nebylo zaznamenáno ovlivnění 

exprese oproti monoplexu. Membránové detekce HspBP1 v samostatné zkumavce je 

negativní. Výsledky shrnuje tabulka 14.  

Tab. 14: Výsledky FACS povrchového barvení   

 D+34 

linie Jurkat 
antigen 

membránová exprese (%) 

pořadí přidání protilátek s tepelným šokem bez tepelného šoku 

1. anti-HspBP1 HspBP1 0,04 2,85 

2. IgG PE + cmHsp70.1 FITC Hsp70 49,32 31,3 

1. anti-HspBP1 
HspBP1 0,02 0,04 

2. IgG PE 

1. anti-CD3 PE Hsp70 44,9 45,4 

2. cmHsp70.1 FITC CD3 68,1 77,15 

1. cmHsp70.1 FITC Hsp70 63,25 37,7 

1. anti-CD3 FITC CD3 64,95 57,7 

1. anti-CD3 PE CD3 66,34 77,85 

povrchové barvení: použito 0,5x106 buněk/zkumavka 

D+X den kultivace     
% exprese - procento pozitivních buněk v průniku regionů leukemické populace a 7-AAD 
negativní oblasti; cut-off 10% 
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Závěr 11 

Z důvodu kompetice protilátek bude v následné studii systém HspBP1 analyzován bez 

přidávání dalších monoklonálních protilátek do zkumavky.  

12.1.6. Shrnutí optimalizace protokolu pro detekci košaperonu 

HspBP1 metodou FACS  

Optimalizovali jsme protokol povrchového a intracelulárního barvení buněk PE nebo 

FITC konjugovanými protilátkami pro detekci košaperonu HspBP1 metodou FACS. 

Primární nekonjugovaná protilátka anti-HspBP1 a sekundární PE konjugovaná IgG 

protilátka jsou vhodné pro FACS detekci, neboť detekce v intracelulárním prostoru po 

vystavení buněk tepelnému šoku dosahuje exprese 100%. 

V průběhu optimalizace jsme došli k následujícím zjištěním: 

 Při intracelulárním barvení je optimální pouţití 0,005% roztoku digitoninu pro 

permeabilizaci plazmatické membrány. K lýze buněk dochází při pouţití 0,05% 

roztoku digitoninu. Nedostatečná permeabilizace membrány nastává u 0,001% 

roztoku digitoninu. 

 Při intracelulárním barvení je třeba pouţívat 1,5 x 10
6 

buněk. Důvodem je 

částečná lýza buněk i optimálním 0,005% roztokem digitoninu 

 Nelze pouţívat protokol intracelulárního barvení se třemi po sobě jdoucími 

aplikacemi protilátek s předcházející inkubací buněk v roztoku digitoninu. 

Buňky jsou po třetí inkubaci roztokem digitoninu zcela lyzovány. 

 Při intracelulárním barvení nelze vynechat druhou inkubaci buněk v roztoku 

digitoninu před aplikací sekundární protilátky, dochází k reparaci plazmatické 

membrány. 

 Po vystavení buněk tepelnému stresu signifikantně vzrůstá exprese HspBP1 a 

Hsp70 v intracelulárním prostoru a v případě Hsp70 také na plazmatické 

membráně. 

 Při kombinovaném protokolu povrchového a intracelulární dochází k niţšímu 

záchytu exprese antigenu CD3 v intracelulárním prostoru oproti separátnímu 

intracelulárnímu barvení. 
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 Dochází ke kompetici primární nekonjugované a sekundární konjugované 

protilátky při detekci HspBP1 s monoklonálními protilátkami cmHsp70.1 FITC 

a anti-CD3 FITC při společné inkubaci protilát. Ke kompetici nedochází při 

společné inkubaci dvou monoklonálních protilátek. 

 Nedetekovali jsme membránovou expresi HspBP1 při separátním barvení 

v ţádném z testů, ale při společné inkubaci sekundární polyklonální PE 

konjugované IgG protilátky a monoklonální FITC konjugované anti-CD3 

protilátky jsme zjistili vysokou pozitivitu HspBP1 stejně jako antigenu CD3. 

Došlo k falešné pozitivitě HspBP1.  

V následné studii budeme při detekci HspBP1 na membráně a v intracelulárním 

prostoru pracovat se separátním, ale paralelním barvením buněk systémem primární 

nekonjugované anti-HspBP1 protilátky a sekundární PE konjugované IgG protilátky. 

Jako pozitivní kontrolu budeme pouţívat monoklonální FITC konjugovanou protilátku 

cmHsp70.1. Pracovní postup intracelulárního barvení je uveden v kapitole 7.4.1. Při 

membránové detekci je pracovní postup shodný se standardním barvením buněk FACS 

(kap. 7.5.1). 
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12.2. Detekce košaperonu HspBP1 a proteinu Hsp70 

v intracelulárním prostoru 

Všechny testované lidské leukemické linie odvozené od pacientů s AML, T-ALL a 

CML byly negativní na intracelulární detekci košaperonu HspBP1, ale současně vysoce 

pozitivní na inducibilní protein Hsp70 (cmHsp70.1 FITC; Multimmune GmbH, 

Munich, Germany). Výsledky shrnuje obrázek 3. 

Obr. 3: Detekce košaperonu HspBP1 a proteinu Hsp70 v intracelulárním prostoru 

%-procento pozitivních buněk v  regionu leukemické populace; cut-off 10% 
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12.1. Membránová exprese košaperonu HspBP1 

Studii jsme provedli na lidských leukemických liniích odvozených od pacientů s AML, 

T-ALL, CML. Všechny linie byly negativní na membránovou expresi košaperonu 

HspBP1. Výsledky shrnuje tabulka 15. 

Tab. 15: Membránová exprese košaperonu HspBP1  

Linie AML 
HspBP1                   

(%) 
  Linie T-ALL        

HspBP1              

(%) 

OCI/AML3    Jurkat  

D+10 0,55   D+ 15 0,21 

D+15 0,30   D+21 0,01 

D+17 1,77   D+29 0,56 

Linie AML 
HspBP1             

(%) 
  CCRF-CEM  

THP-1    D+2 0,18 

D+7 0,34   D+6 0,46 

D+11 0,17   D+8 0,65 

D+13 0,17     

UoC-M1  
  

Linie CML 
HspBP1             

(%) 

D+10 1,07 
  

K562  

D+22 0,93   D+30 0,70 

D+32 0,36   D+42 0,35 

TF-1    D+47 0,43 

D+23 0,20       

D+31 0,26       

D+32 0,29       

D+X den kultivace  

% - procento pozitivních buněk v průniku regionů leukemické populace a 7-AAD 

negativní oblasti; cut-off 10% 
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12.2. Membránová exprese proteinu Hsp70 

V této práci jsme pouţívali monoklonální protilátku cmHsp70.1 FITC (Multimmune 

GmbH, Munich, Germany), která detekuje pouze inducibilní formu Hsp70 a 

monoklonální FITC konugovanou protilátku anti-Hsp70 (SPA810) (Stressgen 

Biotechnologies Corporation, Victoria, Kanada), která také detekuje inducibilní protein 

Hsp70.  

U všech lidských leukemických linií odvozených od pacientů s AML, T-ALL a CML 

jsme zaznamenali pozitivní výsledek membránové exprese inducibilní formy proteinu 

Hsp70 pomocí protilátky cmHsp70.1 FITC. Pomocí protilátky anti-Hsp70 (SPA810) 

FITC (Stressgen Biotechnologies Corporation, Victoria, Kanada) jsme povrchovou 

expresi proteinu Hsp70 nedetekovali u linií UoC-M1, Jurkat a CCRF-CEM., ale u linií 

OCI/AML3 (hodnota 99,84%), THP-1 (průměr 99,33%) a K562 (hodnota 18,71%) byla 

silně pozitivní.  Současně jsme u těchto linií detekovali membránovou expresi 

inducibilního proteinu Hsp70 i pomocí protilátky cmHsp70.1 FITC: OCI/AML3 

(průměr 54,60%), THP-1 (průměr 30,93%) a K562 (průměr 22,97%). Výsledky shrnuje 

tabulka 16. 
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Tab. 16. Membránová exprese inducibilní formy Hsp70  

Linie   AML           

inducibilní 

Hsp70 (%) 

inducibilní 

Hsp70 (%)   Linie T-ALL         

inducibilní 

Hsp70 (%) 

inducibilní 

Hsp70 (%) 

  
cmHsp70.1 

FITC  

 Hsp70  
(SPA810) 

FITC     
cmHsp70.1 

FITC  

 Hsp70 
(SPA810) 

FITC 

OCI/AML3       Jurkat     

D+10 82,04 99,84   D+ 15 - 1,15 

D+15 70,68 -   D+29 - 1,45 

D+17 4,23 -   D+35 66,29 - 

D+36 23,56 -   D+40 84,68 - 

D+38 78,55 -   D+42 62,50 - 

D+39 68,52 -   D+57 83,75 - 

průměr 54,60     průměr 74,31 1,30 

THP-1       CCRF-CEM     

D+7 8,33 -   D+2 22,59 - 

D+11 80,45 99,79   D+6 38,60 0,70 

D+13 4,08 98,87   D+8 23,96 - 

průměr 30,95 99,33   průměr 28,38   

UoC-M1       Linie CML      

D+22 97,45 0,71   K562     

D+32 5,49 -   D+30 17,39 18,71 

D+57 77,79 0,77   D+42 23,21 - 

D+59 84,15 -   D+47 28,30 - 

D+60 68,52 -   průměr 22,97   

průměr 66,68 0,74      

TF-1             

D+23 99,71 1,33         

D+31 89,79 -         

D+32 7,32 -         

průměr 65,61           

     x – měření se neprovádělo         
   D+X den kultivace 

% - procento pozitivních buněk v průniku regionů leukemické populace a 7-AAD 

negativní oblasti; cut-off 10% 
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12.3. Povrchová exprese NK buněčných ligandů na lidských 

leukemických linií odvozených od AML  

U linií AML jsme studovali expresi povrchových ligandů ULBP-1, -3,-4. Ligand 

ULBP-1 byl pozitivní u 3 ze  4 leukemických linií, 14,22-57,30% buněk bylo 

pozitivních na ULBP-1 marker. Linie UOC-M1 byla negativní. Expresi ligandu  

ULBP-3 jsme detekovali v rozpětí 82,48-95,65% u linie THP-1 v různých dnech 

kultivace, niţší míra exprese byla u linie OCI/AML3 (rozpětí 47,73-60,62%). Linie 

UOC-M1 a TF-1 byly na ULBP-3 marker negativní. Všechny studované linie byly 

negativní na ULBP-4 marker. Výsledky shrnuje obrázek 4. Další výše uvedené ligandy 

byly studovány v předchozí studii naší laboratoře (Hromadníková et al. 2010).  

12.4. Povrchová exprese NK buněčných ligandů na lidských 

leukemických linií odvozených od T-ALL 

Obě studované lidské leukemické linie odvozené od T-ALL (Jurkat, CCRF-CEM) byly 

pozitivní na aktivační ligandy ULBP-1, ULBP-2, MIC-A/B a inhibiční ligand HLA-E. 

Linie Jurkat měla u těchto ligandů celkově vyšší míru exprese neţ linie CCRF-CEM. 

Aktivační ligand MIC-A byl pozitivní pouze u linie Jurkat (rozpětí 18,26-49,6%). Obě 

linie byly negativní na ligandy ULBP-3 a ULBP-4. Výsledky shrnuje obrázek 5. 

12.5. Povrchová exprese NK buněčných ligandů na lidských 

leukemických linií odvozených od CML 

Lidská leukemická linie odvozená od CML (K562) byla pozitivní na aktivační ligandy 

ULBP-1 (rozpětí 85,63-96,98%), ULBP-2 (rozpětí 61,49-75,89%), MIC-A (rozpětí 

78,84-97,18%) a MIC-A/B (rozpětí 95,70-98,81%). Hraničních hodnot pozitivity dosáhl 

ligand ULBP-4 (rozpětí 8,37-18,68%). Ligandy ULBP-3 a HLA-E byly negativní. 

Výsledky shrnuje obrázek 6. 
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Obr. 4: Povrchová exprese UL16 vazebných proteinů na lidských leukemických linií 

odvozených od pacientů s AML  

 

 

% - procento pozitivních buněk v průniku regionů leukemické populace a 7-AAD 

negativní oblasti; cut-off 10% 

D+X den kultivace  

Protilátky proti ULBP-1, ULBP-3, ULBP-4 byly získány darem v rámci kontraktu  

Master materials and funding agreement (200904553) ze dne 17.4.2009 mezi 

3. lékařskou fakultou Univerzity Karlovy a firmou Amgen Inc., California, USA. 
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Obr. 5: Povrchová exprese NK buněčných ligandů na lidských leukemických linií 

odvozených od pacientů s T-ALL 

 

% - procento pozitivních buněk v průniku regionů leukemické populace a 7-AAD 

negativní oblasti; cut-off 10% 

D+X den kultivace  

Protilátky proti ULBP-1, ULBP-3, ULBP-4 byly získány darem v rámci kontraktu 

Master materials and funding agreement (200904553) ze dne 17.4.2009 mezi 

3. lékařskou fakultou Univerzity Karlovy a firmou Amgen Inc., California, USA. 
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Obr. 6: Povrchová exprese NK buněčných ligandů na lidských leukemických linií 

odvozených od CML 

 

% - procento pozitivních buněk v průniku regionů leukemické populace a 7-AAD 

negativní oblasti; cut-off 10% 

D+X den kultivace  

Protilátky proti ULBP-1, ULBP-3, ULBP-4 byly získány darem v rámci kontraktu 

Master materials and funding agreement (200904553) ze dne 17.4.2009 mezi 

3. lékařskou fakultou Univerzity Karlovy a firmou Amgen Inc., California, USA. 
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13. Detekce membránové exprese Hsp70 na buňkách lidské 

leukémie ve směsi s periferní krví zdravého jedince 

s využitím monoklonální protilátky cmHsp70.1 FITC 

 

13.1. Membránová exprese Hsp70 v plné krvi a izolovaných PBMC 

buňkách zdravého jedince 

Při testu exprese inducibilního proteinu Hsp70 (cmHsp70.1; Multimmune GmbH, 

Munich, Germany) v plné krvi a izolovaných PBMC buňkách jsme ve vzorku D+0 

naměřili hodnotu 23,40% u izolovaných PBMC buněk, zatímco vzorek plné krve byl 

negativní. Protilátka anti-Hsp70 (SPA810) FITC (Stressgen Biotechnologies 

Corporation, Victoria, Kanada), ukázala v obou případech negativní výsledek, jak u 

izolovaných PBMC buněk tak u plné krve. Výsledky shrnuje obrázek 7. 

Dále jsme testovali zdravé jedince a zjišťovali expresi proteinu Hsp70 (cmHsp70.1; 

Multimmune GmbH, Munich, Germany) na mononukleárních buňkách v plné krvi. 

Nedetekovali jsme inducibilní protein Hsp70 na buněčném povrchu lymfocytů 

(maximum 2,20%) a u granulocytů (maximum 5,94%). U monocytů jsme detekovali 

expresi v hodnotách 14,09%, 30,00% a jeden výsledek byl negativní. Výsledky shrnuje 

obrázek 8. 
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Obr. 7: Srovnání exprese inducibilního proteinu Hsp70 na povrchu lymfocytů zdravého 

dárce při použití dvou různých protilátek 

% - procento pozitivních buněk v průniku regionů lymfocytární subpopulace a 7-AAD 

negativní oblasti; cut-of 10% 

 

Obr. 8: Membránová exprese inducibilního proteinu Hsp70 při použití protilátky 

cmHsp70.1 FITC v plné krvi zdravých jedinců 

 

% - procento pozitivních buněk v průniku regionů lymfocytární subpopulace a 7-AAD 

negativní oblasti; cut-off 10% 
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13.2. Detekce membránové exprese Hsp70 na buňkách lidské 

leukémie ve směsi s periferní krví zdravého jedince 

Ve směsi plné krve zdravého jedince a leukemické linie jsme nedetekovali Hsp70 

membránovou pozitivitu na jinak Hsp70 vysoce positivních leukemických buňkách 

pomocí protilátky cmHsp70.1 FITC (Multimmune GmbH, Munich, Germany). 

U buněčné subpopulace monocytů a granulocytů bylo moţné detekovat expresi 

inducibilního proteinu Hsp70 v míře odpovídající fyziologickým podmínkám. Lepších 

výsledků jsme dosáhli sníţením výchozího mnoţství plné krve zdravého jedince. Při 

pouţití směsi 10 µl plné krve a 0,3 x 10
6
 buněk leukemické linie jsme opakovaně 

detekovali 13,69% povrchové exprese inducibilního proteinu Hsp70. Výsledky shrnuje 

obrázek 9 a tabulka 17.  

Obr. 9: Výsledek detekce povrchové exprese proteinu Hsp70  ve směsi plné krve 

zdravého jedince a leukemické linie 

(A)Scattegram plné krve a histogramy s procentuální expresí proteinu Hsp70 u 

subpopulace monocytů (30,02%) a lymfocytů (2,20%) (B)Scattegram a histogram 

s procentuální expresí proteinu Hsp70 leukemické linie UoC-M1(84,12%) (C) 

Scattegram směsi plné krve s leukemickou linií UoC-M1 a histogram s procentuální 

expresí proteinu Hsp70 u linie UoC-M1 (1,90%) a u subpopulace lymfocytů (0,85%). 

Zkratky: L- lymfocyty, M-monocyty, G-granulocyty, U- leukemická linie UoC-M1 
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Tab. 17: Povrchová exprese inducibilního proteinu Hsp70 ve směsi plné krve zdravého 

jedince a leukemické linie 

Směs plné krve s leukemickou linií  Buněčné subpopulace ve směsi 

  Lymfocyty Monocyty Granulocyty Linie 

100 µl krve + 0,1x106 buněk linie 0,17% 12,66% 5,26% 1,97% 

100 µl krve + 0,5x106 buněk linie 1,01% 27,19% 3,25% 1,73% 

100 µl krve + 1x106 buněk linie 0,21% 3,81% 3,76% 0,71% 

 Samostná linie Jurkat       88,01% 

          

100 µl krve + 0,1 x 106 buněk linie 0,58% x 1,81% 3,24% 

100 µl krve + 0,5 x 106 buněk linie 1,09% x 7,92% 3,03% 

100 µl krve + 1 x 106 buněk linie 0,81% x 8,21% 1,90% 

 Samostná linie UoC-M1       84,15% 

       

10 µl krve + 0,3 x 106 buněk linie; 
celkový objem vzorku 100µl  

2,64% x 11,65% 13,69% 

10 µl krve + 0,3 x 106 buněk linie; 
celkový objem vzorku 50µl  

3,10% x 15,45% 13,69% 

20 µl krve + 1 x 106 buněk linie; 
celkový objem vzorku 100µl  

2,70% x 16,19% 2,32% 

50 µl krve + 0,5 x 106 buněk linie; 
celkový objem vzorku 100µl  

1,17% x 4,98% 2,68% 

 Samostná linie UoC-M1       68,52% 

x- buněčná populace není detekovatelná, dochází k překryvu regionů majoritní leukemické 
linie UoC-M1 a minoritní subpopulace monocytů  
% - procento pozitivních buněk v průniku regionů lymfocytární subpopulace a 7-AAD 

negativní oblasti; cut-off 10% 
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14. Ovlivnění membránové exprese inducibilního proteinu 

Hsp70 zpracováním biologického materiálu 

Detekovali jsme expresi inducibilní formy proteinu Hsp70 na plazmatické membráně 

lymfocytů po izolaci PBMC buněk zdravých jedinců protilátkami cmHsp70.1 FITC 

(Multimmune GmbH, Munich, Germany) a anti-Hsp70 (SPA810) FITC (Stressgen 

Biotechnologies Corporation, Victoria, Kanada). Ve všech případech jsme v D+0 

detekovali inducibilní formu Hsp70 (cmHsp70.1, Multimmune GmbH, Munich, 

Germany)(rozpětí 23,05%-58,53%), v D+3 a D+4 došlo k výraznému sníţení exprese 

inducibilní formy Hsp70 na 10% hranici pozitivity nebo byly výsledky negativní. 

U protilátky anti-Hsp70 (SPA810) FITC (Stressgen Biotechnologies Corporation, 

Victoria, Kanada) byly výsledky negativní ve všech testech. Výsledky shrnuje 

obrázek 10. 

Obr. 10: Srovnání exprese inducibilního proteinu Hsp70 vázaného na plazmatické 

membráně u zdravých dárců na lymfocytech po izolaci PBMC buněk  

% - procento pozitivních buněk v průniku regionů lymfocytární subpopulace a 7-AAD 

negativní oblasti; cut-off 10% 
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15. Stimulace NK buněk peptidem TKD a IL-2 

Studovali jsme expresi povrchových znaků na NK buňkách před a po stimulaci. 

Duplexním barvením jsme separovali T lymfocyty (CD3+) a NK buňky (CD3-). Data 

jsme hodnotili dle intenzity exprese na 1 buňce (MFI, mean fluorescence intenzity) a 

procentuálního zastoupení pozitivních buněk v gate oblasti. 

U všech testů docházelo při analýze ke sníţení procentuálního zastoupení pozitivních 

buněk v gate oblasti po stimulaci buněk IL-2 a IL-2/TKD. U nestimulovaných buněk a u 

buněk stimulovaných peptidem TKD k tomuto jevu nedošlo. Výsledky shrnuje tabulka 

18. 

K nárůstu MFI dochází po stimulaci NK buněk IL-2 a IL-2/TKD, ale v D+4 jiţ dochází 

k poklesu MFI. Samostatná aplikace interleukinu IL-2 stimulovala nárůst povrchové 

denzity NK receptorů, ale méně neţ v kombinaci s peptidem TKD. Stimulace buněk 

peptidem TKD bez interleukinu IL-2 neměla vliv na zvýšení exprese markerů 

NK buněk ve všech případech. Největší nárůst MFI jsme opakovaně zaznamenali u 

receptoru CD56 NK buněk. V ţádném testu jsme nedetekovali nárůst MFI u receptoru 

NKG2D, ale docházelo k nárůstu MFI v kombinaci CD3-/NKG2D+. Výsledky shrnuje 

tabulka 19, tato studie byla provedena ve spolupráci s Ing. Lucií Sedláčkovou, Ph.D. 

Následně jsme testovali vliv různých koncentrací IL-2 na buněčnou populaci ve 

24 hodinových cyklech po dobu čtyřech dnů u PBMC buněk izolovaných z plné krve 

v nesráţlivém činidle EDTA. U niţší koncentrace 50 IU/ml IL-2 jsme sledovali vyšší 

procentuální zastoupení NK buněk v gate oblasti a stejné hodnoty MFI u niţší 50 IU/ml 

i vyšší 100 IU/ml koncentrace IL-2. Souhrnné výsledky v tabulka 20. 

Nyní probíhají další testy a hledá se optimální koncentrace IL-2 a doba stimulace 

NK buněk.  
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Tab. 18: Výsledky procentuálního zastoupení pozitivních stimulovaných NK buněk 

interleukinem IL-2 a peptidem TKD  

 

 

den kulti-

vace stimulace CD 56+ CD94+ NKG2D+ CD69+

CD3-/ 

CD56+

CD3-/ 

CD94+ 

CD3-/ 

NKG2D+

CD69+/ 

CD56+

% % % % % % % % 

D+0 N 36,43 20,04 45,18 - 11,73 - - -

D+2 N 13,31 8,00 35,78 - 9,92 - - -

D+2  IL-2/TKD 10,10 10,18 29,51 - 6,52 - - -

D+4 N 13,26 8,44 38,79 - 10,56 9,19 - -

D+4  IL-2/TKD 13,40 7,29 32,70 - 9,25 8,72 - -

D+4 N 22,73 0,00 28,73 - 19,55 0,00 17,77 -

D+4  IL-2/TKD 3,46 0,00 11,40 - 2,12 0,00 1,83 -

D+3 N 6,17 - 16,88 2,99 5,54 4,75 5,68 0,62

D+3  IL-2 1,09 - 12,91 8,42 0,67 1,58 0,81 0,60

D+3  TKD 5,99 - 16,64 1,91 5,24 3,14 5,49 0,39

D+3  IL-2 / TKD 4,11 - 15,13 9,76 0,44 1,15 0,57 0,47

D+4 N 2,78 2,86 13,53 2,76 0,90 0,90 2,69 0,36

D+4  IL-2 1,31 2,39 13,10 7,59 0,53 0,54 0,51 0,42

D+4  TKD 4,31 2,69 14,73 3,15 2,28 1,36 3,68 1,24

D+4  IL-2 / TKD 1,01 2,33 14,81 7,64 0,46 0,48 0,58 0,43

D+3 N 18,96 9,36 36,08 3,98 17,88 7,21 21,01 1,23

D+3  IL-2 2,72 3,77 25,12 9,39 2,07 1,00 1,59 1,50

D+3  IL-2 / TKD 2,60 3,00 25,05 10,12 1,89 0,80 1,95 1,75

D+4 N 14,13 9,19 29,37 3,74 12,88 6,47 13,00 0,88

D+4  IL-2 2,86 3,80 22,39 9,92 1,15 0,89 0,98 1,12

D+4  IL-2 / TKD 2,46 3,90 22,07 11,46 0,87 0,95 1,13 1,31

D+2 N 16,77 8,38 32,27 3,12 15,87 6,56 19,86 1,05

D+2  IL-2 4,18 4,90 21,50 14,01 3,28 2,49 4,61 4,18

D+2  TKD 16,58 6,87 35,07 3,43 15,27 5,18 22,00 1,03

D+2  IL-2 / TKD 5,17 5,12 22,28 - 3,57 2,80 4,64 -

D+4 N 18,27 7,22 32,72 5,04 17,33 5,13 21,23 1,24

D+4  IL-2 4,11 4,55 18,62 13,90 2,82 1,99 2,72 2,38

D+4  TKD 15,99 5,42 30,68 2,57 14,74 4,00 17,23 0,66

D+4  IL-2 / TKD 4,45 5,40 19,67 16,54 2,90 2,21 2,89 3,22

% procentuální zastoupení buněk v PBL populaci

- měření se neprovádělo

D+X den od podání IL-2 a TKD

N nestimulované buňky

Izolace PBMC z plné krve zdravého  dárce (EDTA)

Izolace PBMC z plné krve zdravého  dárce po separaci plazmy (antikolagulant)

Izolace PBMC z plné krve zdravého  dárce po separaci plazmy (antikolagulant)

Izolace PBMC z plné krve zdravého  dárce po separaci plazmy (antikolagulant)

Izolace PBMC z plné krve zdravého  dárce (EDTA)
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Tab. 19: Výsledky MFI stimulace NK buněk interleukinem  IL-2 a peptidem TKD   

 

den kulti-

vace stimulace CD 56+ CD94+ NKG2D+ CD69+

CD3-/ 

CD56+

CD3-/ 

CD94+ 

CD3-/ 

NKG2D+

CD69+/ 

CD56+

MFI MFI MFI MFI MFI MFI MFI MFI

D+0 N 166,30 51,90 494,78 - - - - -

D+2 N 254,80 75,40 130,29 - - - - -

D+2 IL-2/TKD 503,30 46,90 204,06 - - - - -

D+4 N 175,00 73,99 165,00 - 186,60 - 110,16 -

D+4 IL-2/TKD 722,00 92,00 209,50 - 914,31 - 150,21 -

D+4 N 210,97 19,99 125,21 - 203,98 - 120,13 -

D+4 IL-2/TKD 729,93 20,35 106,50 - 740,55 - 176,72 -

D+3 N 99,55 - 77,04 15,68 111,99 32,06 79,58 89,87

D+3 IL-2 262,98 - 67,93 23,29 372,98 34,96 123,93 347,84

D+3 TKD 82,79 - 63,78 14,52 99,78 31,92 65,74 94,41

D+3 IL-2/TKD 85,05 - 63,78 21,97 352,27 29,04 112,53 294,20

D+4 N 72,99 12,98 70,41 12,08 100,21 33,58 81,86 78,39

D+4 IL-2 33,38 11,76 56,23 18,60 287,38 31,91 105,61 200,06

D+4 TKD 48,26 15,82 71,05 14,33 89,59 34,78 74,37 51,63

D+4 IL-2/TKD 60,16 11,97 64,94 20,91 255,81 37,77 83,73 220,31

D+3 N 135,77 35,55 93,90 13,10 129,25 41,74 90,12 124,32

D+3 IL-2 390,66 12,52 73,65 25,03 388,78 60,23 135,42 341,62

D+3 TKD 371,80 12,41 77,74 26,42 405,59 46,36 140,78 315,61

D+3 IL-2/TKD 403,15 16,25 76,35 28,13 396,71 61,09 120,79 330,52

D+4 N 171,54 39,95 99,10 12,19 170,13 53,36 110,96 145,21

D+4 IL-2 61,25 12,08 72,99 22,27 366,57 61,36 126,96 260,05

D+4 TKD 58,52 12,08 63,78 25,48 270,58 53,23 99,31 259,09

D+4 IL-2/TKD 79,86 12,30 53,28 23,29 348,57 63,24 89,62 264,09

D+2 N 182,68 70,41 58,82 21,29 190,09 74,57 59,83 153,00

D+2 IL-2 410,47 34,91 68,78 48,26 449,83 67,03 195,54 159,12

D+2 TKD 177,83 71,69 61,53 21,10 195,88 78,40 63,05 96,62

D+2 IL-2/TKD 370,13 38,03 74,99 - 427,87 86,55 206,41 -

D+4 N 151,25 48,70 63,78 23,29 164,11 66,64 68,98 117,58

D+4 IL-2 203,51 34,29 74,32 45,73 273,77 70,18 138,30 162,87

D+4 TKD 135,77 61,25 60,98 20,54 153,39 67,46 70,48 117,74

D+4 IL-2/TKD 273,84 35,23 91,40 53,76 349,47 81,26 190,93 235,52

MFI střední intenzita fluorescence (mean fluorescence intenzity)

- měření se neprovádělo

D+X den od podání IL-2 a TKD

N nestimulované buňky

Izolace PBMC z plné krve zdravého  dárce (EDTA)

Izolace PBMC z plné krve zdravého  dárce (EDTA)

Izolace PBMC z plné krve zdravého  dárce po separaci plazmy (antikolagulant)

Izolace PBMC z plné krve zdravého  dárce po separaci plazmy (antikolagulant)

Izolace PBMC z plné krve zdravého  dárce po separaci plazmy (antikolagulant)
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Tab. 20: Výsledky MFI a procentuálního zastoupení pozitivních stimulovaných 

NK buněk IL-2 v různých koncentracích z izolovaných PBMC buněk plné krve (EDTA) u 

zdravého jedince 

 

den kulti-

vace
stimulace CD 56+ NKG2D+ CD69+ CD3-/ CD56+ CD3-/ NKG2D+ CD69+/ CD56+

% % % % % %

den 1 N 10,36 36,43 4,45 8,52 9,37 1,32

den 1  IL-2 50 IU/ml 6,22 28,87 11,26 3,67 3,85 3,55

den 1 IL-2 100 IU/ml 5,75 28,34 14,45 3,68 3,62 4,54

den 2 N 11,30 32,15 4,77 6,28 5,31 1,58

den 2  IL-2 50 IU/ml 6,46 28,64 14,51 3,42 3,92 5,22

den 2 IL-2 100 IU/ml 5,50 27,41 15,31 2,57 2,96 4,74

den 3 N 8,25 34,57 3,77 5,93 7,07 1,09

den 3 IL-2 50 IU/ml 3,86 29,11 12,99 2,15 1,81 3,17

den 3 IL-2 100 IU/ml 3,51 28,52 15,75 1,46 1,58 2,93

den kulti-

vace
stimulace CD 56+ NKG2D+ CD69+ CD3-/ CD56+ CD3-/ NKG2D+ CD69+/ CD56+

MFI MFI MFI MFI MFI MFI

den 1 N 120,79 59,35 18,94 239,11 56,75 99,15

den 1 IL-2 50 IU/ml 224,68 53,28 28,90 348,94 102,56 141,27

den 1 IL-2 100 IU/ml 139,49 67,32 34,29 380,59 141,09 148,35

den 2 N 99,10 51,86 19,11 184,63 55,40 92,53

den 2  IL-2 50 IU/ml 177,83 53,28 39,95 497,73 107,70 193,67

den 2 IL-2 100 IU/ml 174,66 56,23 43,32 497,71 121,32 197,58

den 3 N 82,79 78,44 19,46 154,30 94,41 80,20

den 3 IL-2 50 IU/ml 152,61 79,15 37,86 414,72 154,26 181,13

den 3 IL-2 100 IU/ml 115,48 69,78 37,18 315,99 134,19 157,00

MFI střední intenzita fluorescence (mean fluorescence intenzity)

% procentuální zastoupení buněk v PBL populaci

D+X den od podání IL-2



75 

 

16. Cytotoxický test 

U testovaných leukemických linií jsme detekovali nízké procento spontánního rozpadu 

buněk po 18 hodinách od přidání 
51

Cr (minimum 6,39 cpm UoC-M1, maximum 

20,32 cpm TF-1). Souhrnné výsledky jsou v tabulce 21. Leukemické linie jsou 

značitelné izotopem 
51

Cr a tudíţ pouţitelné pro testování NK buněčné cytotoxicity 

metodou cytotoxického testu zaloţeného na uvolňování 
51

Cr. Testování probíhalo ve 

spolupráci s MUDr. A. Fišerovou. 

Tab. 21 Cytotoxický test  

Leukemické 
linie 

celkové 
množství 

51
Cr 

v buňkách  
H+3,5(cpm) 

maximální rozpad 
buněk po přidání 
10% tritonu X100 

(cpm) 

spontanní 
uvolnění 

51
Cr 

(cpm) 

Procento 
spontánního 

rozpadu 
buněk H+18 

(cpm) 

Jurkat 1574 390 27 6,79 

K 562 2112 821 117 14,3 

OCI/AML3 1503,2 403 26 6,54 

TF-1 2472,8 719 146 20,32 

UOC-M1 1029,6 203 13 6,39 

K 562 (MBÚ) 1952,8 551 107 19,35 

cpm - count per minute 

H+X hodina od aplikace 
51

Cr 
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DDDiiissskkkuuuzzzeee   

Kaţdá buňka lidského těla exprimuje na svém povrchu mnoţství proteinů, některé 

z nich jsou ligandy pro aktivační a inhibiční receptory NK buněk, které následně při 

převaze pozitivního signálu lyzují cílovou buňku. Mezi ligandy se řadí například 

molekuly HLA systému a molekuly strukturně příbuzné HLA I. třídy, UL-16 vazebné 

proteiny a protein Hsp70. Detekce povrchových ligandů na blastech různých subtypů 

leukemií a stimulace NK buněk v podmínkách in vitro byla hlavním cílem této 

diplomové práce. 

Detekce povrchových ligandů na blastech různých subtypů leukemických liní navazuje 

na předchozí studii naší laboratoře (Hromadníková et al. 2010), která se věnovala 

detekci ligandů NK buněk u AML (HL-60, OCI/AML3, UoC-M1, TF-1, THP-1) linií. 

Všechny testované linie subtypů AML, mimo HL-60, byly pozitivní na aktivační 

ligandy MIC-A, MIC-A/B. ULBP-2 byl rovněţ pozitivní u všech linií s vyjímkou UoC-

M1. Vysokou povrchovou pozitivitu uvedených aktivačních ligandů NK buněk jsme 

detekovali ve výsledcích diplomové práce u linií T-ALL (CCRF-CEM, Jurkat) a CML 

(K562). U všech leukemických linií odvozených od pacientů s AML, T-ALL a CML 

jsme doplnili testování dalších ligandů (UL-16 vazebných proteinů) pro aktivační 

receptory NK buněk. Zjistili jsme pozitivní expresi ULPB-1 (OCI/AML3, TF-1, THP-1, 

Jurkat, K562), ULBP-3 (OCI/AML3, THP-1) a negativní expresi ULBP-4 u všech 

testovaných linií (pouze K562 byla na 10% hranici pozitivity).  

Získaná data jsou v rozporu s  částí práce Pende et al. z roku 2002, který nedetekoval u 

leukemické linie Mono Mac 6 odvozené z pacienta s AML M5 a u derivovaných 

leukemických buněk z periferní krve pacientů s AML (dle FAB M3, M5, M7) 

povrchovou expresi ULBP-1, ULBP-2, ULBP-3, MIC-A. FAB klasifikaci M5 odpovídá 

námi pouţívaná linie THP-1 (pozitivní ULBP-1 a vysoce pozitivní ULBP-3). Část práce 

týkající se leukemické linie T-ALL (CCRF-CEM) je zcela ve shodě s našimi výsledky, 

taktéţ detekoval pozitivní ULBP-1,-2 a negativní ULBP-3 a MIC-A. 

Výsledky u linie CML (K562) jsme porovnali s prací O’Neill et al.z roku 2005, jenţ ve 

své práci rovněţ testovala linii K562. Ve shodě jsou pozitivní výsledky exprese ligandů 
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ULBP-1, ULBP-2, MIC-A+, MIC-B+. Rozdílný výsledek je u ligandu ULBP-3, kde 

jsme nedetekovali expresi na rozdíl od O´Neill.  

Rozporuplná jsou data ohledně proteinů ULBP u zdravých jedinců. V práci Cosman et 

al. 2001 byly nalezené transkripty proteinů ULBP, ale na povrchu buňky nebyly 

exprimovány.V práci Nowbakhth et al. 2005 byla detekována silná exprese proteinů 

ULBP na B buňkách, ale ne na T buňkách a NK buňkách. Autor zároveň upozorňuje, ţe 

exprese ULBP je ovlivněna způsobem zpracovnání vstupního materiálu a exprese 

ULBP-1 je zvýšena po inkubaci s růstovým faktorem GM-CSF, který jsme pouţívali u 

linie TF-1. Tato fakta by bylo vhodné ověřit v další studii na materiálu získaném od 

pacientů příslušnými subtypy leukémií a zdravých jedincích. Získaná data by se 

následně porovnala, abychom zjistili, zda je námi zachycená pozitiviní exprese proteinů 

ULBP u leukemických liniích odvozených od pacientů s leukémií významně rozdílná 

od zdravých kontrol. Z publikovaných dat (Sedláčková et al. 2010, Nowbakht et al. 

2005) a výsledků diplomové práce dále vyplývá, ţe je nutné brát v potaz nárůst 

stresových markerů na buňkách po jejich laboratorním zpracování.  

V další části práce jsme se věnovali povrchové detekci inducibilního proteinu Hsp70 

pomocí protilátky cmHSP70.1 FITC (Multimmune GmbH, Munich, Germany). Protein 

je ligandem pro aktivační receptory NK buněk (NKG2D), ale současně pozitivní 

exprese u pacientů s maligními chorobami koreluje se špatnou prognózou a horší 

odpovědí na chemoterapeutickou léčbu (Vargas-Roig et al.1998, Gehrmann et al. 

2004). V souladu s výsledky předchozích studií naší laboratoře (Hromadníková et al. 

2010; Hromadnikova a Sedlackova 2008) a studií pracovní skupiny profesorky 

Multhoff (1995, 1997) jsme detekovali expresi inducibilního proteinu Hsp70 na 

plazmatické membráně všech testovaných leukemických linií. Pomocí anti-Hsp70 

protilátky (cmHsp70.1 FITC; Multimmune GmbH, Munich, Germany) jsme 

membránovou expresi inducibilní formy proteinu Hsp70 detekovali u linií UoC-M1, 

TF-1, Jurkat a CCRF-CEM. U dalších linií (THP-1, K562, OCI/AML3) jsme detekovali 

membránovou expresi Hsp70 pomocí obou protilátek - cmHsp70.1 FITC (Multimmune 

GmbH, Munich, Germany) a anti-Hsp70 (SPA810) FITC (Stressgen Biotechnologies 

Corporation, Victoria, Kanada)  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Vargas-Roig%20LM%22%5BAuthor%5D
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Výsledná exprese proteinu Hsp70 námi testovaných linií byla niţší neţli v práci 

(Hromadníková et al. 2010) včetně opakovaně testovaných AML linií. Výsledek můţe 

být ovlivněn novou šarţí protilátky, která se můţe lišit v afinitě k buněčnému povrchu. 

Navíc se dle našich výsledků protilátka cmHsp70.1 FITC, jeví jako nevhodná pro 

detekci membránové exprese proteinu Hsp70 na leukemických blastech přítomných ve 

vzorcích plné krve, coţ je značně omezující faktor, jelikoţ laboratorní zpracování krve 

(př. gradientová centrifugace přes Ficoll) má vliv na zvýšení exprese stresových 

markerů. Tato zjištění jsou v korelaci s předchozími pracemi Sedláčková et al. 2010 a 

Nowbakht et al. 2005.  

Protilátka cmHsp70.1 FITC není schopná detekovat povrchovou expresi inducibilního 

proteinu Hsp70 na leukemických buňkách ve vzorcích periferní krve za standardních 

podmínek barvení (tj. pouţití 100 µl krve), přestoţe samotné blasty leukemické linie 

vykazují vysokou expresi tohoto proteinu při paralelní analýze. Výsledky jsou 

v korelaci s výsledky naší laboratoře (Sedláčková et al. 2010), která se rovněţ věnovala 

detekci leukemických blastů ve vzorcích nezpracované plné krve pacientů s čerstvou 

diagnózou leukémie. Leukemické blasty detekovatelné pomocí imunofenotypizace byly 

při barvení protilátkou cmHsp70.1 Hsp70 negativní. Na monocytech a někdy i na 

granulocytech jsme však protein Hsp70 detekovali i za fyziologických podmínek, tato 

situace můţe být vysvětlena přítomností Hsp receptorů na monocytech a případně na 

granulocytech, které váţí inducibilní formu Hsp70 z extracelulárního prostředí. Zjištěná 

data byla publikována v časopisu Tumor Biology. 

U leukemických linií je vysoká povrchová exprese proteinu Hsp70, ale tato exprese 

nekoreluje s genovou expresí. Předpokládá se mechanizmus negativní zpětné vazby, 

který reguluje produkci proteinu Hsp70 (Hromadnikova a Sedláčková 2008, 

Hromadnikova et al. 2010).  

Inhibiční účinek na protein Hsp70 má také košaperon HspBP1 (Raynes a Guerriero 

1998). V práci Tanimury et al (2007) bylo zjištěno, ţe buňky linií nekolika subtypů 

adenokarcinomů s vysokým poměrem HspBP1/Hsp70 lépe odovídají na 

chemoterapeutickou léčbu neţli buňky s nízkým poměrem HspBP1/Hsp70. Současně 

byl košaperon HspBP1 v cytosolu normálních buněk detekován ve vyšší míře neţli 

protein Hsp70 (Tanimura et al 2007). My jsme pracovali s lidskými leukemickými 
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liniemi odvozenými od pacientů s AML, T-ALL, CML. V cytosolu všech leukemických 

linií jsme nedetekovali košaperon HspBP1, ale protein Hsp70 jsme detekovali ve 

vysokých hodnotách ve všech případech. Na buněčném povrchu leukemických linií 

jsme taktéţ nezaznamenali expresi HspBP1. V předchozí studii naší laboratoře 

zaměřené na genovou expresi HspBP1 metodou PCR v reálném čase byla zjištěna 

signifikantně vyšší genová exprese u pacientů s leukémií a v lidských leukemických 

liniích odvozených od pacientů s leukemií oproti kontrolní skupině (Sedláčková et al. 

2010). Toto je první práce, která se věnovala detekci kochapeonu HspBP1 metodou 

FACS na leukemických liniích. Protilátka anti-HspBP1 byla původně připravena pro 

detekci HspBP1 pomocí Western blotting, nebyla našimi zahraničními spolupracovníky 

optimalizovaná pro metodu FACS, coţ mohlo ovlivnit námi získané výsledky i přes 

maximální snahu o optimalizaci námi pouţívaných protokolů. 

V další části práce jsme se věnovali stimulaci NK buněk zdravých dárců interleukinem 

IL-2 a peptidem TKD odvozeným od Hsp70. Výsledky uvedené v této diplomové práci 

byly počátečními testy na podkladě práce Stangl et al. 2008 a celý systém prochází nyní 

optimalizací, proto zatím nejsou výsledky srovnatelné s výchozí prací v celé šíři. 

V souladu s dříve publikovanými daty jsou námi získané výsledky, které poukazují 

nárůst povrchové hustoty sledovaných NK markerů po stimulaci IL-2/TKD a IL-2. 

Samostatná aplikace peptidu TKD buňky nestimuluje.  

V poslední části práce jsme zahájili testování pomocí cytotoxického testu s radioaktivně 

značeným 
51

Cr. Všechny námi testované leukemické linie jsou vhodné pro následné 

testy cytotoxicity NK buněk. Coţ je výborný výsledek, jelikoţ u mnoha cílových buněk 

je detekován vysoký spontánní rozpad buněk, coţ zapříčiňuje vysoké procento 

nespecifického pozadí (Očadlíková 2007). 
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ZZZááávvvěěěrrr   

Oproti původním cílům samotné detekce inhibičních a aktivačních ligandů na blastech 

leukemických linií pro stimulaci NK buněk při in vitro testování moţnosti 

imunoterapeutické léčby NK buňkami u leukémie, byla práce rozšířena o další studie, 

které souvisí se zadaným tématem. Výsledky předkládané práce lze shrnout do 

následujících bodů: 

 Popsali jsme expresi ligand na leukemických blastech pro inhibiční a aktivační 

receptory NK buněk.  

 Protilátka cmHsp70.1 FITC nedetekuje inducibilní protein Hsp70 na vzorcích 

plné krve obsahujících leukemické blasty. Laboratorní zpracování plné krve 

(izolace PBMC) má za následek dočasně zvýšenou expresi inducibilního 

proteinu Hsp70. 

 Úspěšně jsme stimulovali NK buňky IL-2 a peptidem TKD. Probíhají další 

optimalizace. 

 Leukemické linie jsou značitelné izopotem 
51

Cr a mohou být následně testovány 

v cytotoxickém testu. 

 

Cíle diplomové práce byly dosaţené. Na podkladě výsledků získaných při tvorbě  této 

diplomové práce a předchozích studií naší laboratoře bychom se chtěli dále věnovat in 

vitro testování moţnosti vyuţití imunoterapeutické léčby NK buňkami u akutní a 

chronické myeloidní leukémie a akutní lymfoblastická leukémie.  
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