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Abstrakt

V poslednich desetiletich se s rozvojem imunologickych a molekularné biologickych

metod vyviji nové diagnostické a 1écebné postupy, které umoznuji vcasnou diagnostiku
choroby, zajistuji stratifikaci pacientti do 1écebnych skupin a sméfuji k individudlni
terapii. Naprosto zietelné jsou vysledky tykajici se leukémii. Soucasné 1écebné postupy
umoziuji nejen delsi preziti pacientd, ale Casto i jejich trvalé vyléceni. Avsak véda jde
jesté dale, v soucasné dob¢ probihd intenzivni vyzkum imunoterapie NK buiikami, ktera
by mohla doléc¢it minimalni rezidualni nemoc po chemoterapeutické 16¢be, zptisobenou
perzistentnimi malignimi bunikkami. Dalsi vyhodou tohoto Ié¢ebného postupu je

eliminace systémového onemocnéni v disledku presné cilené 1éCby.

V této praci jsme se vénovali in vitro testovani moznosti vyuziti imunoterapeutické
1écby NK buiikami u akutni a chronické myeloidni leukémie a akutni lymfoblastické
leukémie. Metodou pritokové cytometrie jsme detekovali aktivacni a inhibi¢ni ligandy
na leukemickych blastech odvozené od molekul MHC 1. tiidy (MIC-A, MIC-B),
molekuly MHC 1. tfidy (HLA-E) a UL-16 vazebné proteiny (ULBP-1, ULBP-2,
ULBP-3 a ULBP-4). Dale jsme se vénovali detekci exprese inducibilniho proteinu
tepelného Soku Hsp70 na plazmatické membrané a v cytosolu monoklonalni protilatkou
cmHsp70.1 FITC (Multimmune GmbH, Munich, Némecko) u leukemickych blasti a
vzorkl zdravych jedincil. Inducibilni forma proteinu Hsp70 je silnym anti-apoptickym
proteinem, ale soucasné také specifickym ligandem pro NKG2D aktivaéni receptor
NK bun¢k. Dale jsme se vénovali stimulaci NK bun¢k interleukinem IL-2 a 14 mer
peptidem TKD odvozenym od proteinu Hsp70. V neposledni fadé jsme testovali
vhodnost pouziti leukemickych linii jako cilovych bun€k pro testovani NK bunécéné

cytotoxicity metodou cytotoxického testu zalozeného na uvoliiovani radioizotopu *'Cr.

Kli¢ova slova

Leukémie, ligandy leukemickych blastii, aktivacni a inhibicni receptory NK bunék,

stimulace NK bungk, protein Hsp70, pratokova cytometrie



Abstract

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 | (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 (°**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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Seznham zkratek

ADP
ALL
AML
APC
ATP
CD
CLL
CML
FAB
FACS
Fc
FITC
HLA
HSC
HSE
HSF
HSP
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IL-2

adenosin difosfat

akutni lymfoblastickd leukémie

akutni myeloidni leukémie

antigen prezentujici bunika (antigen-presenting cell)
adenosin trifosfat

diferenciacni antigen (Cluster Designation)

chronicka lymfoblastické leukémie

chronicka myeloidni leukémie
Francouzsko-americko-britska klasifikace
fluorescence activated cell sorting

fragment crystalizable

fluorescein izothiokyanat (fluorescein isothiocyanate)
hlavni lidsky antigen

konstituéni proteiny tepelného Soku (cognates stress proteins)
tepelné Sokové elementy (heat shock element)

tepelny Sokovy faktor (heat shock transcription faktor)
protein tepelného Soku (heat shock protein)

heat shock protein 70-binding protein 1
imunoglobulin

interleukin-2



KAR
KIR
LAK

MHC

MIC-A
MIC-B
NCRs
NK buiiky
NKG2D
PBL
PBS

PE

Ph'
TCR
TNF

ULBP

(killer activating receptors)
(killer Ig-like receptors)
aktivované NK bunky (lymfokine- activated killers)

hlavni histokompatibilni komplex (Major Histocompatibility
Complex)

MHC class I-related chain A

MHC class I-related chain B

ptirozené cytotoxické receptory (natural cytotoxicity receptors)
ptirozené cytotoxické buiiky (natural killer cell)
NK group 2 member D

periferni krevni lymfocyty (peripheral blood cell)
fosfatovy pufr (phospate-buffered salin)
fykoerytrin (phycoerythrin)

filadelfsky chromozom (Philadelphia chromosome)
T bunécny receptor (T cell receptor)

tumor necrosis faktor

UL16 vazebné proteiny (UL-16 binding proteins)



Uvod

Klinicky obraz leukemickych chorob, kterymi se zabyva tato diplomova prace, je velmi

variabilni. I z tohoto diivodu je stale vice kladen diiraz na imunologické a molekularné
biologick¢ metody, které v poslednich desetiletich prochézeji rychlym vyvojem.
Umoznuji nejen presnou diagnostiku, ale 1 moznost sledovani dalsiho vyvoje choroby,
které jsou dulezité pro individudlni sledovani pacienta s diagnézou leukémie a smétuji

k individualni terapii.

Leukemicka choroba vznikd béhem hematopoézy, kdy se buiika vymkne imunitnimu
dohledu v ruznych fazich diferenciace. Leukemické blasty maji na svém povrchu
charakteristické markery, které slouzi pro jejich snaz$i identifikaci a ndsledné
roz¢lenéni pacientdt do lécebnych podskupin, ale ptedev§Sim jsou specifickou
rozpoznavaci strukturou pro slozky imunitniho systému, konkrétné T lymfocyti a

NK bungk.

Potencialni imunoterapie NK buikami si klade za cil likvidaci nadorovych bun¢k bez
soucasné¢ho poskozeni okolni zdravé tkané a zabranéni relapsu onemocnéni, avSak
nejprve je nutné detailné poznat mechanismy, kterymi NK buniky eliminuji nddorové

bunky.

Cilem diplomové prace je detekce charakteristickych ligandli rozpoznavanych
NK buiikami na povrchu leukemickych blastl, mezi které patii slozky hlavniho
histokompatibilniho komplexu HLA-E, odvozené molekuly od MHC 1. tfidy (MIC-A,
MIC-B), UL16 vazebné proteiny (ULBP-1, ULBP-2, ULBP-3, ULBP-4) a dle
nejnovéjsich poznatkl také protein tepelného Soku Hsp70. Inducibilni forma proteinu
Hsp70 byla zjisténa na bunééné membrané solidnich nadort a leukemickych blasti.
Bunky prezentujici Hsp70 se stdvaji nadorové specifickou rozpoznavaci strukturou pro
aktivaéni receptor NK bunck NKG2D. Lyza blasti se navic zvySuje po soucasné
stimulaci NK bungk interleukinem IL-2 a peptidem TKD odvozenym od proteinu
Hsp70.
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Literarni pfehled

1. Leukémie

Leukémie je nesouroda skupina malignich, klonalnich chorob, pro které je
charakteristickd odchylna hematopoeticka bunécna proliferace a maturace (Friedman a
Vanasek 1994). Pochazeji z hematopoetickych kmenovych bunék nebo bun€k v riznych
fazich diferenciace krevnich elementt (obr. 1) (Schulz 2005). Vznik maligni buiiky je
mnohastupniovy proces, jehoz hlavnimi inicidtory jsou mutace protoonkogenti, které se
meéni na onkogeny a tumor-supresorovych genti, dale geni mutatorovych, regulujicich
apoptozu ¢i urcitym zpisobem regulujicich bunéény cyklus (Thompson 2004). Maligné
transformované bunky se vymykaji kontrole organizmu, mnozi se a poSkozuji
organizmus, neplni funkce, ke kterym byly ptvodné uréeny (Povysil a Steiner 2007).
Hematologické malignity se casto vyznacuji opakujicimi se chromozomalnimi
aberacemi. Naptiklad Ph' chromozom (Philadelphia chromosome) je diagnostickym
markerem u chronické myeloidni leukémie (Schulz 2005). Pfi¢iny vzniku leukémie jsou
velmi rozmanité, vyskytuji se jako komplikace nékterych syndromi, jsou vyvolané

mutageny nebo nasledky predchozi agresivni 16¢by (Povysil a Steiner 2007).

Obr. 1: Schéma hematopoézy
(http://stemcells.nih.gov/info/2006report/2006Chapter2.htm upraveno)
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Z nich dale vznikaji plné diferencované krevni elementy, které se jiz ddile nedeli.
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Zakladni déleni leukémii na akutni a chronickou mé spise historicky ptuvod, kdy
pacienti s akutni leukémii umirali béhem nékolika tydnd, at’ jiz byli 1é¢eni nebo ne.
Pokrok moderni mediciny, rozvoj diagnostickych a terapeutickych metod vedl k tomu,
7e néktefi pacienti s diagnézou akutni leukémie ziji déle neZ nemocni s chronickou

formou (Friedman a Vanasek 1994).

Leukémie je nejcastéj$i maligni onemocnéni u déti do 15 let v ekonomicky rozvinutych
casti svéta, véetné Evropy, Severni Ameriky a Oceénie. Pfes znacné fenotypové a
genetické rozmanitosti je dominantni leukémie z prekurzorit B bunék. Védci nezjistili
piimé dukazy pro roli infekéniho agens u détskych leukémii a jejich pozornost se
zamétila na molekularné biologickou podstatu této choroby. Na konci 20. stoleti doslo
k radikalnimu zlepSeni diagnostickych postupti a 1écbé détské leukémie. 1 kdyz
leukémie maji pifivlastek maligni, v dneSni dobé€ je mozné nékteré z nich plné vylécit

(Taylor et al. 2009).

Cilem terapie je eliminace leukemickych bunék z kostni diené, z periferni krve a dalSich
tkani. Chemoterapie vSak nedokazZe zlikvidovat vSechny nadorové butiky a proto je
relativné velké riziko relapsu onemocnéni, které je rizné u jednotlivych podskupin
leukémie. V soucasné dob¢ probiha vyzkum se zamétenim na imunoterapii NK (natural
Killer) bunkami, které mohou eliminovat perzistentni leukemické bunky a zabranit tak
relapsu onemocnéni. Ruku v ruce jdou vedle sebe molekularné biologické postupy se
zam¢efenim na sledovani minimélni rezidudlni nemoci a imunologické postupy, které
charakterizuji specifické markery na leukemickych bunkach u jednotlivych typt
malignit. Spoleénym cilem je specificka 1é¢ba a vyléceni pacienta (Guinn et al. 2007,
van der Valden et al. 2003).

Leukémie je mozné klasifikovat dle morfologické klasifikace Francouzsko-americko-
britské (FAB) (Bennet et al. 1976), Evropské skupiny pro imunologickou klasifikaci
leukémii (EGIL, Europen Immunologic Classification of Leukemia) (Bene et al. 1995)
a klasifikace Svétové zdravotnické organizace (WHO, World Health Organization)
(Jaffe et al. 2001). V praxi se pouziva FAB klasifikace, ktera je doplnéna o dalsi
imunologické, cytogenetické a molekularni charakteristiky. Zvlast¢ imunologické

postupy umoznily stratifikaci pacientii do 1écebnych podskupin. Pfesna imunologicka
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fenotypizace je mozna pomoci monoklonalnich protilatek (Cools a Vandenberghe
2009).

Zakladni typy leukémii dle FAB klasifikace:
akutni myeloidni leukémie (AML)
chronicka myeloidni leukémie (CML)
akutni lymfoblastickd leukémie (ALL)

chronicka lymfoblasticka leukémie (CLL) (Bennet et al. 1976)

1.1. Akutni leukémie

Proliferace blasti za fyziologickych podminek podléhd autoregula¢nim mechanismim.
V piipad¢ akutni leukémie se jejich proliferace zcela autoregulaci vymyka. Dusledkem
je rychle se zvySujici pocet leukemickych blastl v kostni dfeni, které utlacuji
fyziologickou hematopoézu a dochazi k poklesu normalnich krvinek v periferni krvi.
Etiologické agens miize byt virového ptuvodu a mize aktivovat protoonkogeny. Taktéz
cytogenetické abnormality jsou zndmé a u nckterych skupin leukémii piresné
definované. Z epidemiologického hlediska stoupla frekvence leukémii v prvni poloviné
20. stoleti a za poslednich 30 let se témét neméni. Postihuje vSechny vékové skupiny

s dominanci v détském a seniorském véku (Friedmann a Vanasek 1994).

1.1.1. Akutni myeloidni leukémie

Akutni myeloidni leukémie (AML) zahrnuje heterogenni skupinu chorob. Vznika
z jediné pluripotentni hematopoetické bunky (Friedmann a Vanasek 1994). Je
definovédna jako klondlni expanze nezralych myeloblastl, které tvofi vice jak
20% jadernych bungk kostni diené. Incidence v Evropé je 2-4/100 000 obyvatel (Adam
et al. 2008). Onemocnéni se objevuje i u novorozenct, ale maximum incidence je v
dospélosti, kdy tvoti 80% vSech akutnich leukémii (Friedmann a Vanasek 1994).
VétSina pacienti s AML, ktefi jsou mladsi 60-ti let, dosdhne kompletni remise po

chemoterapii a/nebo transplantaci krvetvornych bunék. Nicméné Casté relapsy spojené
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se zvySenou morbiditou jsou pfi¢inou preziti pouze 50% pacientd po 5 letech od
diagndzy. Je tfeba poznamenat, Ze pramérny veék pacientii s AML je 63 let. Tito pacienti
jsou Casto nezpiisobili k transplantaci a kompletni remise dosahuje pouze 11% pacientil.
diagnostikovana chromozomalni ptestavba. U téchto pacientli se molekularné genetické
ptistupy staly velmi dilezité. WHO zavedla klasifika¢ni systém a kromé klinickych dat
také bere v uvahu biologické charakteristiky, jako jsou morfologie, cytochemie,
imunofenotypizace (tabulka 1), cytogenetika a molekularni biologie. Rozd¢leni do
podskupin umoznuje rozliSeni prognostickych parametrii a individualizaci 1é¢by (Guinn
et al. 2007).

Tab. 1: Vztah mezi jednotlivymi FAB skupinami AML a imunofenotypem (prevzato
Eckschlager 1999)

FAB Imunofenotyp

MO  [MPO4, CD13+, CD15%, CD334, CD34+4, CD65-1, CD1174,, HLA-DRt,

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

M2  |MPO+, CD13+, CD15+, HLA-DR+, CD11t, CD14-1, CD11b-1, CD34+

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

M4  |MPO+, CD11b+, CD13+, CD14+, CD15+, CD33+, HLA-DR+, CD344, CD36+, CD41-+, CD61-+

MA4EO |MPO+, HLA-DR+, CD2+, CD13+, CD14+, CD15%, CD33+, CD34-+, CD117-%

M5  [MPO+, HLA-DR+, CD11b-, CD13+, CD14+, CD15+, CD33+, CD344, CD41-t, CD61-+

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

M7  |CD13%, CD33#, CD34t, CD36-t, CD4la+, CD42b+, CD61+, HLA-+

* exprimovan na myeloblaastech

** exprimovdn na erytroblastech

+ pfitomen u veétsiny pacienti

* pfitomen u vice neZ 50% pacienti
-+ pfitomen u méné nez 50% pacientd
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1.1.2. Akutni lymfoblasticka leukémie

Akutni lymfoblasticka leukémie (ALL) je vzacna u dospélych ale Casta u déti, u kterych
tvoii az 80% leukémii. Vrchol vyskytu détské ALL je mezi dvéma azZ péti lety Zivota,
coZ je obdobi vyvoje imunity proti nejcastéjSim virovym infekcim. ALL je Castéjsi u
chlapcti nez u dévcat. Nejcasteji vznika v nezralych prekurzorech B lymfocyti (80%),
dale v prekurzorech a zralych T lymfocytech (15%) a ve zralych B lymfocytech (2%).
Chromozomalni klondlni zmény se nachézeji u 90% détskych ALL. Mezi negativni
prognostické faktory patii Ph* chromozom zpusobujici rezistenci leukemickych blasti
vaci chemoterapii a jehoz vyskyt se zvySuje s vékem (Fulci et al. 2009, Cools a
Vandenberghe 2009). Dle morfologické klasifikace FAB ALL délime na skupiny L1,
L2 a L3. Klasifikace této skupiny leukémie je slozitd, vyuzivd se imunologickych
markert, ale morfologick¢ zatazeni nemusi odpovidat imunologickému ndlezu

(Eckschlader et al. 1999).

1.1.3. Bifenotypické leukémie

Bifenotypické leukémie spliuji kritéria AML i ALL. Skupina EGIL navrhla panel
protilatek doporucenych k imunofenotypickému vySetieni a skoérovaci systém
diagnostiky vhodny ke klasifikaci bifenopypovych leukémii (Eckschlader et al. 1999,
Rothe a Schmitz 1996).

1.2. Chronické leukémie

1.2.1. Chronicka myeloidni leukémie

Chronicka myeloidni leukémie (CML) postihuje pievazné osoby starsi 50-ti let, ale
vyskytuje se i u déti, pak mluvime o juvenilni formé CML (Eckschlader et al. 1999).
Incidence je 1-2/100 000 obyvatel (Adam et al. 2008). Typicka je chromozomalni
aberace Ph'chromozom, ktera se vyskytuje u 90% pacientli (Schulz 2005).
Ph* chromozom vzniké reciproni translokaci t(9:22)(q34:q11) (Pocaly et al. 2008).
Translokace vede ke vzniku fuzniho proteinu BCR/ABL, jenz aktivuje signalni drahy,
které podporuji bunécnou proliferaci, dale blokuji apoptozu a snizuji adhezi bunék, tim
blokuje zrani a zplsobuje uvolnéni nezralych bunék do krve (Schulz 2005).

U 5% nemocnych je pfitomen pouze fuzni gen BCR/ABL. Existuji i atypické CML, kde
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je fuznim partnerem genu ABL jiny gen, napiiklad TEL/ABL (Carroll et al. 1997).
Vzhledem K heterogenit¢ imunofenotypu se imunofenotypizace be&zn€ nevyuziva

(Eckschlader et al. 1999).

CML ma typicky vyvoj, relativné indolentni chronickou fazi, kterda mé variabilni trvani
a odrazi vyraznou heterogenitu CML, pii 1écbé zpravidla trva 2-5 let. Nasleduje
akcelerace onemocnéni, kdy se zvySuje pocet maligné¢ transformovanych leukocytu,
blastli a bazofili. Tato faze muze byt vynechdna a miize rovnou piijit blasticka krize
pfipominajici akutni leukémii, pfi niz dochazi k akumulaci nezralych blastd myeloidni
nebo lymfoidni fady v kostni dfeni. Akutni faze onemocnéni je charakteristicka
vyrazné€j§i chromozomalni nestabilitou se ztratou nadorovych supresortt TP53 a pl.

Blasticka krize Casto vede k umrti pacienta (Schulz 2005, Friedmann a Vanasek 1994).

CML je 1é¢ena interferonem, chemoterapii a alogenni transplantaci kmenovych bunék.
Dulezitou soucasti modernich 1é¢ebnych postupi je 1ék Imatinib, jedna se o specificky
inhibitor tyrozinkindzy BCR/ABL, ktery specificky zasahuje do signalniho systému
maligni bunky (Schulz 2005). Imitinib zastavuje progresi nemoci, nevede K jejimu
odstranéni, ale prodluzuje dobu pieziti (Adam et al. 2008). Avsak komplikaci je
vyskytujici se rezistence k tomuto 1éku (Pocaly et al. 2008).

1.2.2. Chronicka lymfoblasticka leukémie

Chronické lymfoblastickd leukémie (CLL) postihuje osoby nad 50-ti let, ¢astéji muZze.
Jde o nejcastéji se vyskytujici typ leukémie v Evropé, v asijskych zemich je naopak
vzacna. Nejcastéjsi je typ B-CLL, kde dochazi k zastaveni vyvoje mezi pre-B lymfocyty
a zralymi B lymfocyty. Onemocnéni je velmi variabilni. Buiky B-CLL exprimuji
antigeny CD19, CD20, CD5, CD21, CD23, HLA-DR, s IgM, IgD, CD45. Vzacnéji jsou
nalezeny antigeny CD22, CDIllc. Hor$i prognozu mé typ T-CLL, protoze huie
odpovida na lécbu, Castd je exprese antigeni CD2, CD3, CDS5, CDS8, CD56. Hlavni

pri¢inou smrti jsou infekce zpisobené poruchou imunity nebo krvaceni pii

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

O existenci stresovych proteini nebo-li proteinti tepelného Soku (HSP, heat shock
proteins) se poprvé zacalo uvazovat jiz v roce 1962, kdy Ritossa et al. popsal tvorbu
charakteristickych smycek odpovidajich transkripéné aktivnim oblastem na
chromozomech izolovanych ze slinnych zlaz Drosophila melanogaster pii vystaveni
larev zvySené inkubacni teploté (Ritossa 1962). Nazev proteiny tepelného Soku byl
poprvé publikovan vroce 1974 v praci Tissieres et al.,, kdy ke zvySeni exprese
zkoumanych proteinti doslo v disledku nahlého zvyseni teploty (Tissieres et al. 1974).
Termin neni pfi soucasném védeckém poznani zcela pfesny, ale je stale pouzivan.
Proteiny HSP nejsou exprimovany vyhradné pod vlivem tepelnych vlivii, ale naptiklad i
za fyziologickych podminek, kdy tvoii 5-10% z celkového obsahu proteinii bunky
(Lindquist a Craig 1988). Vyskytuji se v krevnim ob¢hu a jejich hladiny klesaji s vékem
(Pockley et al. 1998, Rea et al. 2001).

Z vyse uvedeného vyplyva mozné zakladni déleni proteintt HSP na dvé velké skupiny.
Prvni skupinou jsou inducibilni proteiny HSP, kdy expresi proteini indukuji rizné typy
stresu a jejich hlavni funkci je ochranit bunky pfed letalnim poSkozenim vyvolaném
fyzikalnimi a chemickymi vlivy (Schmitt et al. 2007). Stresové podminky pro vyvolani
exprese inducibilnich proteind HSP mohou byt rozli¢né, po¢inaje podminkami prostiedi
jako je teplota, ionizani zafeni, nedostatek glukézy, dale se muze jednat o
patofyziologické faktory, napiiklad infekce, maligni transformace buniky nebo
imunologické faktory jako je piisobeni interleukind, volné kyslikové radikaly, aktivace
T lymfocytt. Indukce exprese proteind HSP pii stresu je velice rychld, piikladem je
zvySeni teploty, kdy buiika musi co nejdiive ochranit zivotné dulezité proteiny pied

tepelnou denaturaci (Horvath et al. 2008).

Druhou skupinu tvofi konstitu¢ni proteiny HSP exprimované za fyziologickych
podminek. Setkdme se 1 se znatenim HSC (cognates stress proteins). Konstituéni
proteiny HSP se podili na fyziologickych procesech véetné ristu bungk, diferenciaci a
vyvoji (Schmitt et al. 2007). Pod vlivem stresovych podminek dochazi k jejich zvysené
expresi, napiiklad pfi infekci patogennimi organismy (Kaufmann a Schoel 1994). Jejich

bazalni vyznam pro bunécné fyziologické déje podporuje skutecnost, ze jde o vysoce
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sekvencné homologni proteiny mezi prokaryontnimi a eukaryotnimi organismy

(Schmitt et al. 2007).

Dale mizeme proteiny HSP clenit dle jejich lokalizace v intraceluldrnim prostoru,
na plazmatické membrané¢ nebo uvolnéné do extraceluldrniho prostoru (Sherman a
Multhoff 2007). V intracelularnim prostoru je za fyziologickych podminek jejich hlavni
funkci Saperonova aktivita, stabilizuji proteiny a ochrafuji je pied agregaci, transportuji
proteiny mezi intracelularnimi kompartmenty. Intracelularni proteiny HSP neobsahuji
peptidy, které umoziuji membranovou lokalizaci, ale jejich hlavni tlohou je transport
proteinti pies cytoplazmatickou membranu. Proto je mozné predpokladat, ze proteiny
jsou transportované do cytoplazmatické membrany spolecné s dalSimi proteiny, které
maji transmembranovou doménu, avSak mechanismus transportu proteinii z cytosolu
pfes plasmatickou membranu zistava neobjasnén (Schmitt et al. 2007). Nejvétsi
pozornost je v této souvislosti vénovana proteinové rodiné HSP70 (Radons a Multhoff
2005, Srivastava 2005). V extracelularnim prostoru a na cytoplazmatické membrané
maji proteiny HSP vyraznou tlohu ve vrozené a ziskané imunité organismu, mohou
aktivovat imunitni systém, ovliviiuji indukci a pribéh imunitni odpovédi. Z hlediska
regulace imunitnich mechanismi se chovaji podobné jako cytokiny (Schmitt et al.

2007).

2.1. Regulace exprese a aktivity HSP

Aktivace genit HSP je zavisld na pozitivni regulaci ptislusné responsivni oblasti
genovych promotori HSP (HSE, heat shock element). Jednotlivé HSE jsou
charakterizovany sekvenci nukleotidi a vzdalenosti k mistu iniciace transkripce
(Morimoto et al. 1990). Na HSE se vazi aktivované transkrip¢ni faktory (HSF, heat
shock transcription factor) (Pirkkala et al. 2001, Morimoto et al. 1990). Bunéénou
odpovéd’ na tepelny stres a pritomnost tézkych kovu ¢i oxidantl koriguje HSF1 (Lum et
al. 1990). Monomerni neaktivni forma HSF1 se aktivuje tvorbou HSF1 trimert

schopnych indukovat transkripci cilovych gent (Pirkkala et al. 2001).

Regulace aktivity HSP proteinl je nejlépe prozkoumana u proteinu Hsp70, jedna se

ATP (adenosintrifosfat)-dependentni regulaci v souc¢innosti s koSaperony (Raynes a
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Guerriero 1998), coz jsou regulacni komponenty uplatiiujici se pii skladani proteint
(Graner et al. 2009). Molekula ATP navazana na N-konec proteinu Hsp70 zpusobi
konformac¢ni zmény, které umozni interakci substrat vazebné domény s hydrofobni
sekvenci nove syntetizovanych proteinii. Mezi stimulacni koSaperony patii naptiklad
protein Hip (Hsc interacting protein), ktery se vaze na ATP4azovou doménu, inhibi¢ni
funkci ma kosaperon HspBP1 (heat shock protein 70-binding protein 1) (Raynes a
Guerriero 1998, Tanimura et al. 2007).

Kosaperon HspBP1 inhibuje ATPazovou ¢innost a snizuje schopnost proteinu Hsp70
renaturovat své substratové proteiny, ¢imz reguluje jejich Saperonovou funkci. Vyssi
hladiny obou proteinti Hsp70 a HspBP1 byly zjisténé u mnohych nadori (Raynes et al.
2003). Uplatnéni HspBP1 mize byt v cilené terapeutické 1écbé (Graner et al. 2009).
Ektopickd exprese HspBP1 zvySuje Uc¢inek protinadorové 1écby tak, Ze se vaze na
protein Hsp70 a zvySuje bunéénou sensitivitu k apoptotickym stimulim (Tanimura et
al. 2007, Graner et al. 2009). ZvySena exprese HspBP1 podporuje permeabilizaci
lyzozomalnich membran a podnécuje tak katepsinem zprostiedkovanou apoptdzu

(Tanimura et al. 2007).

2.2. Proteinové HSP rodiny

Sav¢i proteiny HSP maji heterogenni funkce a byly rozdélené do nekolika rodin podle
své molekulové hmotnosti: HSP100 (HSP110), HSP90, HSP70, HSP60 a malé HSP
(sHSP, small heat shock proteins) (viz. tabulka 2). Nazvoslovi u stresovych proteint je
nejednotné, v této praci pouzivame cCasto uzivané nazvoslovi, kdy jsou proteinové
rodiny oznacené velkymi pismeny (HSP70), konkrétni protein se znaci velkym
pocatecnim pismenem (Hsp70) a kodujici geny jsou uvedeny kurzivou s velkym

pocatecnim pismenem (Hsp70) (Schmitt et al. 2007).
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Tab. 2:Rozdéleni a funkce proteiniit HSP (Horvath et al. 2008, Schmitt et al. 2007)

Molekulova

hmotnost (kDa) MO T Funkce

Inhibice apoptdzy, termotolerance, prenos

SHSP (15-30 kDa) Rodina HSPBP, Hsp25/27 o i
signalu (cytokin)

40 kDa HSP40 KoSaperon proteinu HSP70

Posttranslacni sbaleni protein pred

60 kDa HSP60 . "
vstupem do mitochondrii

Saperony pro vznikajici polypeptidové

Skupina HSPA, Hsp71, Hsc70, |, . L, e
fetézce, termotolerance, skladani proteind,

70 kDa Hsp72,Grp78, Hsx70 (pouze u e J
. translokace proteind pifes membrany,
primatd) . . . L e
zabranuje agregaci nesbalenych peptidd
Transkripcni faktor, translokace proteind,
90 kDa Skupina HSPC, HSP90, Grp94 <P sloxacep
asociace s cytoplazmatickymi receptory
Tolerance k extrémnim teplotam a
100 (110) kDa HSP104, HSP110 P

extrémnimu stresu

2.3. Proteinova rodina HSP70

Proteinova rodina HSP70 je evolu¢né nejvice konzervativni a souasné nejlépe
prozkoumana (Schmitt et al. 2007). V normalni netransformované bunce je
Vv intracelularnim prostoru nizka exprese proteinu HSP70 a funguje jako Saperon, chrani
vznikajici proteiny, usnadiiuje jejich posttranslacni prenos do mitochondrii nebo ptes

membrany a obnovuje funkci denaturovanych proteinti (Multhoff et al. 2002).

Clenové proteinové rodiny HSP70 sdileji stejnou celkovou molekularni strukturu,
obsahuji zhruba 640 aminokyselin, jez jsou rozdélené do domén. Skladaji se z

konzervativni N-termindlni domény s ATP4zou aktivitou o molekulové hmotnosti
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45-kDa, substrat-vazebné domény 0 piiblizné molekulové hmotnosti 15 kDa a
C-termindlni domény s molekulovou hmotnosti 10 kDa, kterd se podili na vazbé
koSaperonti a pravdépodobné ma i dalsi funkce (Schmitt et al. 2007, Mayer a Bukau
1998).

Rodina HSP70 u Homo sapiens zahrnuje osm proteint, které se 1isi bunéénou lokalizaci
a expresi za ruznych fyziologickych nebo patologickych podminek (tabulka 3)
(Daugaard et al. 2005, Schmitt et al. 2007, Mayer a Bukau 1998).

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

4 B v W r
Genovy Protein Hnecna Poznamka
lokus lokalizace
Hsp70-1(A), Hsp70, Hsp72 ja
Hspaa | FISPTO-L(A). HSpr0 Hsp72, 1 cytosol, jadro, 1o tein
Hsp70l membrany
Hsp70-1(B), Hsp70, Hsp72, jadro, ) ) )
Hspag | HSP7O-1(B). Hep70, Hsp eytosol,jadro, 14 cibil protein
Hsp70l membrany
konstitucni protein,
HSPA1L Hsp70t, Hsp70-Hom cytosol viskyt v estes
HSPAS8 Hsc, Hsp73 eytosol, jadro, house-keeping protein
, FISp lyzozomy pingp
konstitucni proter
HSPA2 Hsp70-2, HSPA2 cytosol, jadro OISLIHCT pIOTEl
vyskyt v testes
HSPAG Hsp70-6, Hsp70B cytosol, jadro inducibilni protein
_ endoplazmatické : :
HSPAS5 Bip, Grp78 retikulum house-keeping protein
HSPA9 [ MtHsp70, Grp75, PBP74, Mot-2| mitochondrie house-keeping protein
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2.3.1. Inducibilni protein HSP70

Inducibilni protein Hsp70 neni za fyziologickych podminek detekovatelny nebo je
exprimovany ve velice nizké hladin¢€. Jeho exprese vSak prudce vzrasta pii fyzikalnim
nebo chemickém stresu (Mayer a Bukau 1998). Jeho hlavni funkci je ochrana bunky
pted stimuly, které by pro ni byly jinak letalni, jedna se tedy o anti-apoptoticky protein
(Schmitt et al. 2007). Casto je lokalizovan na plazmatické membrang, kde je vazan s
glykosfingolipidem Gb3 (Gehrmann et al. 2008), a Vv endo-lyzozomalnich
kompartmentech. Tento protein byl také detekovan ve vysokych hladinach u mnohych
malignit (Mayer a Bukau 1998). Nejvice jsou prozkoumany solidni nadory, kde exprese
Hsp70 casto koreluje se zvySenou bunécnou proliferaci, metastdzami v lymfatickych
uzlinach, Spatnou lécebnou odpovédi na chemoterapii a Spatnou progndzou preziti,
napiiklad u tumoru endometria, prostaty a prsu (Sherman a Multhoff 2007, Ciocca a
Calderwood 2005). Na druhou stranu vysoka exprese proteinu Hsp70 koreluje s dobrou
prognézou u nadord slinivky, ledvin a u melanomu. Zadna korelace nebyla prokazana
s prognézou U nadort vajeéniki, ustni dutiny, prostaty (Ciocca a Calderwood 2005).
V poslednich letech se pozornost vénuje i dal$im onemocnénim, vysokd membranova
exprese Hsp70 byla prokdzana u lidskych leukemickych linii odvozenych od AML
(Hromadnikova et al. 2010). Povrchova exprese Hsp70 byla prokazana i u juvenilni
idiopatické a revmatoidni artritidy (Hromadnikova et al. 2008, Sedlackova et al. 2009).

V patologickych stavech byly na cytoplazmatické membrané a v extracelularnim
prostoru lokalizovany dalsi proteiny HSP a to protein HSP60 a HSP90 (Triantafilou
2004, Multhoff et al. 1995). Od poloviny devadesatych let se poukazuje na hypotézu, Ze
peptidové komplexy HSP90 a HSP70 mohou potenciondlné stimulovat adaptivni
imunitni systém (Suto a Srivastava 1995). Inducibilni protein Hsp70 pfitomny na
bunécné membrané je specifickou rozpoznavaci strukturou pro NK butiky s vysokou
povrchovou expresi receptoru CD94 (Mulhoff et al 1995). Peptid TKD
(TKDNNLLGRELSG) odovzeny z C-terminalni domény proteinu Hsp70 zvySuje
povrchovou expresi aktivaénich molekul NK bunék CD94/NKG2D, CD56/NKp30,
CD56/NKp44, CD56/Nkp46 a CD69 (Multhoff et al. 1997, Multhoff 2009).
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2.4.Vyznam proteint tepelného Soku v protinadorové terapii

Zvysena exprese proteini HSP byla detekovana u mnohych malignich onemocnéni.
V nadorovych buiikach chrani proteiny HSP fadu patologicky exprimovanych proteini
pred degradaci, a tim udrzuji nebo dokonce zvysuji agresivni fenotyp tumoru. Inhibice
proteint HSP proto pfedstavuje alternativu protinddorové terapie, nebot vede
k pomérn¢ selektivni inhibici nadorovych buné¢k s minimalni toxicitou vicéi zdravym
bunkam, které minimalné exprimuji proteiny HSP (Klener 2009, Neckers 2007).
V klinickych studiich se testuji inhibitory Hsp90 (Neckers 2005), které inhibuji
Saperonovou funkci Hsp90 blokaci ATP vazebného mista na N-terminalni doméng,
nasledné neni protein Hsp90 schopen navazat dalSi proteiny (Workman 2002).
Naptiklad u leukémii s Ph' chromozomem se pouzivé klasicka chemoterapeutické 16¢ba

v kombinaci s nizkou davkou inhibitoru Hsp90 (Blagosklonny et al. 2001).

Jiny pohled maji prace, které povazuji proteiny HSP za potenciondlni stimulatory
adaptivni a vrozené imunity, svoji roli mohou sehrat jako imunitni modulatory v 1é¢bé
nadorovych onemocnéni (Sherman a Multhoff, 2007). Ptfi hledani nadorové
specifickych antigent se pozornost védct zaméfila pravé na proteiny HSP, které byly
izolovany z nadort.. Proteiny HSP hraji dllezitou roli v imunitnim systému pfi eliminaci
nadorovych bun¢k T lymfocyty, antigen prezentujicimi buitkami a NK bunkami

(Multhoff 2009).

Proteiny HSP véetné Hsp70 byly detekovany v blastech bunck AML (Hromadnikova et
al. 2010, Thomas et al. 2005). Zvysena povrchova exprese Hsp70 byla u leukemickych
pacientll s prestavbou karyotypu a korelovala se Spatnou prognézou a rezistenci na
chemoterapeutickou 1é¢bu (Thomas et al. 2005). Inducibilni protein Hsp70 vazany na
plazmatické membrané piedstavuje nddorové specifickou rozpoznéavaci strukturu pro
aktivaéni receptory NK bunék (Multhoff et al. 1995). Sav¢i tumorové buiky s vysokou
expresi proteinu Hsp70 védzaného na plazmatické membrané jsou signifikantné vice
cytolyticky napadany NK bunikami neZ buiiky bez exprese tohoto proteinu. Vzijemna
korelace je znama, ale mechanismus, kterym NK bunky eliminuji Hsp70 pozitivni
nadorové bunky zlstava zatim neobjasnén (Stangl et al. 2008, Multhoff 2009, Horvath
et al. 2008). Stimulace NK bun¢k peptidem TKD v kombinaci s nizkou davkou IL-2

zvySuje cytolytickou aktivitu NK bunék a stimuluje zvySenou sekreci IFN-y,
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granzymu B a proapoptickych enzymu. Otazkou zlstava, do jaké miry jsou c¢lenové

rodiny Hsp70 schopni kooperovat s ostatnimi proteiny HSP (Horvath et al. 2008).

3. NK bunky

Ptirozené cytotoxické buiiky neboli NK bunky jsou skupinou granularnich lymfocyti,
tvofi 5% az 20% lymfocyth v periferni krvi a jsou odvozeny od CD34+
hematopoetickych progenitorovych bunék. Imunofenotypizace prokazala pozitivitu
povrchovych antigeni CD56+, CD16+ a negativitu CD3- a T bunééného receptoru
(TCR), coz je jasné odliSuje od T lymfocytt (Cho a Campana 2009). Molekula CD56 je
transmembranovy glykoprotein patfici do imunoglobulinové rodiny, kterd neni
exprimovana na ter¢ovych bunikdch pro NK burky, proto zfejmé nesehrava vyznamnou
ulohu v lyze bunék. Mimo hematopoetickou tkan je bohaté exprimovana v nervové
tkani a je oznaCovana jako neuralni bunééna adhezivni molekula (NCAM, neural cell
adhesion molecule). Molekula CD16 je nizkoafinnim receptorem pro Fc fragment
(fragment crystalizable) imunoglobulinu tfidy G, slouzi k identifikaci a lyze terCovych

bungk cytotoxicitou zavislou na protilatkach (Sutlu a Alici 2009, Cooper et al. 2001).

NK bunky vykazuji cytolytickou aktivitu proti nddorovym a virem infikovanym
buitkdm. Mnoho let se pfedpokladalo, Ze se jedna o nespecifické ,,zabijece, ale nyni je
ziejmé, ze jde o vysoce sofistikovany systém, ktery rozezna normalni a maligni bunku.
Identifikaci cilovych bunék NK bunkami popisuje tzv. ,,missing-self hypotéza
navrzena v roce 1990 Ljunggrenem a Karrem a je dale upravovana dle aktualnich
poznatkti (Ljunggren a Karrem 1990, Yokoyama 2005). NK buiiky maji na svych
membranach vyjadfenu mnozinu receptord, které po vazbé na odpovidajici ligandy
prenaseji aktivaéni podnéty pro buniku. Druhd mnozina receptori NK bunék po
interakci s odpovidajicimi ligandy poskytuje NK bunikam inhibi¢ni signaly (Krejsek a
Kopecky 2004) (obr 2). NK bunka vyhodnoti aktiva¢ni a inhibi¢ni signaly a ptevaha
téchto signalii rozhodne o pfeziti nebo cilené likvidaci buniky exocytézou granuli,

Vv nichz obsazené mediatory zpisobuji apoptdzu bunky (Yokoyama 2005).
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Obr. 2: Interakce mezi inhibicnimi a aktivacnimi receptory NK bunék a jejich ligandy

na tercové bunce (Krejse a Kopecky 2004)

=

AKTIVACNI MOLEKULY

Ligandy pro inhibicni receptory patrici do imunoglobulinové rodiny jsou produkty
vysoce polymorfnich genii HLA 1. tridy HLA-A,-B-C. Ligandem pro inhibicni
heterodimer z rodiny C-lektinii je monofonni HLA-E. Aktivacni signaly poskytuje
NK burice receptor pro Fc fragment imunoglobulinii, ktery zajistuje bunécnou
cytotoxicitu zavislou na protilatkach. Imunoglobulinové aktivacni receptory NKp46,
NKp30, NKp44 postradaji cytoplazmaticky motiv ITAM. Heterodimer z lektinové rodiny
NKG2D CD94 interaguje s molekulami MIC-A, MIC-B.

Cytotoxické plisobeni NK bunék je fizeno dvéma mechanismy. Bud’ se jedné o indukci
apoptdzy biologicky aktivnimi latkami deponovanymi v sekretorickych granulich,
konkrétné proteinu perforinu a serinové proteinazy granzymu B. Pfi kontaktu NK bunky
s cilovou bunkou jsou NK bunky aktivovany k sekreci perforinu a granzymu B do
intercelularniho  konjugac¢niho prostoru. Uvolnény perforin je vmezetenen do
cytoplazmatické membrany cilové buniky, kde tvoii pory, které narusuji vnitini prostredi
buiiky a miize jimi vstupovat granzym B do cytosolu. Granzymy v buiice $tépi kaspazy,
které aktivuji kaspdzou aktivované DNazy, dusledkem kaskady proteolytick€ého Stépeni
je apoptéza tercové buniky. Druhym zpiisobem je vyvolani apoptozy signalnim
systémem specifické vazby receptoru a ligandu (Cho a Campana 2009, Moretta 1997).
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Receptory strukturné patii do rodiny receptort pro TNFa a nervovy ristovy faktor
(NGFR). Spole¢nym rysem receptord je pritomnost DD (death domain)
v cytoplazmatické  Casti.  Asociace adaptorovych cytoplazmatickych  molekul
s DD useky proapoptotickych membranovych receptori je podminkou pro aktivaci
nitrobunécné kaspazové kaskady, ktera vede k apoptoze bunky (Morreta 1997, Krejsek
a Kopecky 2004).

Mezi inhibi¢ni receptory patii KIR (killer Ig-like receptors), ligandy pro tyto receptory
jsou HLA molekuly I. tfidy, dale jsou to C-lektiny (CLR, C-type lectin receptors).
Aktivacni receptory jsou KAR (killer activating receptors) patiici mezi C-lektiny a NCR
(natural cytotoxicity receptor) (Morreta et al. 2009, Campbell et al. 1998).

3.1. Inhibiéni receptory NK bunék a jejich ligandy

Charakteristickym rysem inhibi¢nich receptori NK bun¢k je pfitomnost inhibi¢nich
motiva ITIM (imunoreceptor tyrosine-base inhibitory motifs) v jejich cytoplazmatické
casti (Krejsek a Kopecky 2004). NK bunécéné receptory jsou u Homo sapiens
zastoupené zejména specifickymi receptory pro molekuly HLA 1. tfidy zvanych KIR.
Jedna se o transmembranové proteiny, které maji nejméné 5 izoforem (Campbell et al.
1998). Rozdélujeme je podle poctu extraceluldrnich imunoglobulinovych domén a typu
cytoplazmatickych konct, jejz prenaseji bunééné signaly (Moretta et al. 2009, Bertaina
et al. 2009). Druhym typem inhibi¢nich receptorit jsou C-lektiny, taktéz

transmembranové proteiny rozpoznavajici molekulu HLA-E (Krejsek, Kopecky, 2004).

3.1.1. Hlavni histokompatibilni komplex

Hlavni histokompatibilni komplex (MHC, major histocompatibilty complex) zahrnuje
membranové glykoproteiny, které jsou specifické pro kazdého jedince. U Homo sapiens
nese oznaceni HLA (human leukocytes antigens) systém. RozliSuji se molekuly HLA 1.
tiidy, které jsou na vSech jadernych bunkach. Molekuly HLA II. tfidy jsou vyjadiené na
antigen prezentujicich buiikdch. Mezi molekuly HLA Ill. tfidy patii napiiklad slozky
komplementu (Taylor et al. 2009, Bartinkova a Paulik 2005).

Klasické molekuly HLA I. tfidy (HLA-A, -B, -C) se uplatiiuji v prezentaci antigennich
fragmenti CD8" T lymfocytim. Neklasické molekuly HLA 1. tfidy (HLA -E, -F, -G)
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interaguji se specifickymi inhibiénimi receptory NK bunék. Pozménénou expresi
molekul HLA 1. tfidy nalezneme u virem infikovanych nebo malignich bun¢k. Tyto
buniky se snazi uniknout Tc¢ lymfocytim tim, ze snizi expresi molekul HLA 1. tfidy
(Morreta et al. 2009). Nedochazi ke vzniku komplexu ,,receptor TCR — peptid —
molekula HLA,“ tudiz nejsou rozpoznatelné T lymfocyty (Taylor et al. 2000,
Bartinkova et al. 2005). OvSem tento unik neochrani bunky pfed NK buiikami.
Nepftitomnost inhibi¢nich ligandi (HLA molekul 1. tfidy) piispiva k aktivaci NK bunék
(Bauer et al., 1999).

3.2. Aktivaéni receptory NK bunék a jejich ligandy

Spole¢nym rysem aktivacnich receptoru je, Ze ve své cytoplasmatické Casti obsahuji
aktiva¢ni motiv ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation motif). Aktivaéni
receptory NK bunc¢k jsou souhrnné oznaceny KAR, maji homologni sekvence
aminokyselin s receptory KIR, ale koduji je odlisné geny a jejich cytoplazmatické
domény jsou zkracené (Campbell 1998). Mezi receptory NCR fadime receptory
rozpoznavajici dosud neidentifikované nonHLA ligandy. Pfi¢emZ receptory NKp46 a
NKp30 jsou vyjadiené na klidovych i aktivovanych bunikéch a receptor NKp44 je
vyjadien pouze na aktivovanych burnikach (Morreta et al. 2009). Molekula NKp46 byla
identifikovana jako hlavni aktivacni receptor odpovédny za cytotoxickou likvidaci

malignich bunék (Nowbakht et al. 2005, Krejsek a Kopecky 2004).

Silnym aktivaénim receptorem je NKG2D (natural-killer group 2, member D) dle
CD nomenklatury CD314, jenz exprimuji NK buiiky, CD8" of T buiiky a y& T buiiky.
Hraje dulezitou roli v imunitni odpovédi proti nadorovym a infikovanym buiikam (Cao
et al. 2008, Eagle a Trowsdale 2007, Cheent a Khakoo 2009). Radi se mezi C-lektiny,
konkrétné dimerni membranové proteiny typu II s C-lektinovou doménou. (Eagle a
Trowsdale 2007, Cheent a Khakoo 2009). Ligandy pro receptor NKG2D jsou
indukovany bunéfnym stresem, infekci, poskozenim DNA ¢i neoplastickou
transformaci bunky. Jsou odvozené¢ od molekul HLA 1. tfidy, konkrétn€ molekuly
MIC-A (MHC class | chain-related), MIC-B nebo jde 0 bunétné povrchové
UL16-vazebné proteiny (ULBP, UL16-binding protein) ¢i protein RAE-1 (retinoic acid

early inducible-1) (Radons et al. 2006).
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Molekuly MIC-A a MIC-B jsou strukturné piibuzné HLA 1. tfidy a jsou exprimovany
bdhem bundéného stresu (Cheent a Khakoo, 2009). Casto jsou detekovany u
epitelidlnich nadort vcetné¢ karcinomu plic, prsu, ledvin, vajeCnikii, prostaty a

karcinomu tlustého stieva (Bauer et al. 1999).

Proteiny ULBP-1, -2 a -3 jsou zachyceny v membrané pomoci glykolipidové ,kotvy*,
proteinu ULBP-4 obsahuje transmembranové a cytoplazmatické domény. Proteiny ¢asto
exprimuji maligné transformované bunky. Interakce molekul ULBP s aktivaénim
receptorem NKG2D se podili na aktivaci NK bunék, jejich proliferaci a produkci

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

4. Imunoterapie

Imunitni systém hraje v boji proti nddorovym onemocnénim dtleZitou roli. Paradigma
imunologického dohledu ptedpokladé, Ze jednou z hlavnich roli imunitniho systému je
eliminace transformovanych bun€k. Cilem imunoterapie je vyvolat ¢i posilit slozky
protinddorové imunity a zaktivizovat je v boji proti zhoubnému onemocnéni. Oproti
radianim a chemoterapeutickym pfistupim se vyznacuje vysokou selektivnosti.
Omezenim je ale ucinnost pfi malém poctu transformovanych bungk, proto vyuziti
imunoterapie sméfuje k likvidaci minimalni rezidudlni nemoci a tim zabrani relapsu

onemocnéni (Klener 2009).

Minimalni rezidualni nemoc je stav, kdy v priabéhu terapie jiz nejsou maligni bunky
detekovatelné beéznymi cytologickymi metodami. Hovofime o kompletni klinické
remisi. V téle pacienta se vSak teoreticky muze nachazet az 10% malignich elementi
(Campana a Pui 1995). Minimalni rezidualni nemoc muize byt detekovana kvalitativné i
kvantitativné. Ackoliv kvalitativni stanoveni muze byt velice vyznamné, poskytuje
omezenou informaci a neumoznuje preciznéj$i analyzu kinetiky maligniho klonu.
Naproti tomu kvantitativni stanoveni minimalni rezidudlni nemoci umoznuje ziskat
informaci pfimo o mnoZstvi malignich bun€k. Pro detekci kvantitativni minimalni
rezidualni nemoci se pouziva prutokova cytometrie a PCR (polymerase chain reaction)

zalozena na detekci zmén na trovni DNA pifipadné mRNA (van der Velden et al. 2003).

V paleté¢ protinadorové 1écby nasly uplatnéni CD8+ cytotoxické T lymfocyty

v kostimulaci sCD4+ T lymfocyty a antigen prezentujicimi bunkami. OvSem
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nepiitomnost molekul MHC na nadorovych bunkach miize zpiisobit tnik téchto bunék
z imunologického dohledu a dochazi k rozvoji onemocnéni. Oproti tomu NK bunky
likviduji nadorové elementy se snizenou expresi MHC molekul 1. tfidy. Kromé toho
diky expresi receptori pro Fc fragment IgG mohou byt NK bunky soustfedény do
nadorové masy pomoci terapeutickych monoklonalnich protilatek. Nékteré interleukiny,
naptiklad IL-2 vyvolavaji preménu NK bunék v tzv. LAK (lymfokine activated killers)

bunky, které se vyuzivaji v adoptivni imunoterapii (Klener 2009).

4.1. Imunoterapie NK bunkami v klinické praxi

Po transplantaci hematopoetickych kmenovych bunék nemusi darcovy NK buiky
vyvolat v téle pacienta patiicny 1ééebny efekt (anti-leukemické Gcinky). Tato situace
nastava pravdépodobné, pokud exprimované receptory KIR na NK buitkach darce jsou
schopny interagovat s HLA molekulami 1. tfidy na leukemickych buikach pacienta.
V piipadé¢ inkompatibility KIR mezi darcem a pacientem se vyskytovalo po
haploidentické transplantaci hematopoetickych bunék méné relapsi. Na zvifecich
modelech znicily kompatibilni NK bunky darce leukemické bunky ptijemce, aniz by to
ovlivnilo krvetvorné tkané. Tato skute¢nost naznacuje moznost zprostiedkované reakce
Stépu proti leukemickym buiikdm bez systémového onemocnéni. V klinické praxi jiz
nekterd centra uplatiiuji kritérium kompatibility HLA molekul a receptort KIR pii

vybéru darct, coz usnadnuje aktivaci NK bun¢k (Cho a Campana 2005).

Morretova pracovni skupina provedla studii u pacientd s ALL. Do studie bylo zahrnuto
21 déti po transplantaci alloreaktivnimi hematopoetickymi butikami od rodica.
Darcovské NK buiky pfitomné ve Stépu zistavaly v téle détskych pacientl po dobu
n¢kolika rokl a zniCily leukemické blasty. Soucasné tato pracovni skupina poukazuje na
nutnost riznych lécebnych piistupi u détskych a dospélych pacienti s AML a ALL
(Bertaina et al. 2009).

Klinicka studie provedena Krausem et al. (2004) vychazela z ptedchozich zjisténi, ze
inducibilni protein Hsp70 exprimovany na bunééné membrané je specifickou
rozpoznavaci strukturou pro NK bunky s vysokou povrchovou expresi receptoru CD94
(Mulhoff et al 1995). Peptid TKD odvozeny od proteinu Hsp70 je schopny stimulovat
in vitro cytotoxickou a prolifera¢ni aktivitu NK bunék (Multhoff 2001). Pacientim
s kolorektalnimi a plicnimi nadory, které byly rezistentni na terapii, byly podany ex vivo

31



stimulované buniky IL-2/TKD. Terapie neméla zadné vedlejsi ucinky a u deseti z
dvandcti pacienti byla zaznamenana signifikantné vyss$i cytotoxickd aktivita proti
Hsp70 pozitivnim buiikam spolu se zvySenim povrchové hustoty aktiva¢niho receptoru

CD94 u NK bun¢k (Krause et al. 2004).
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Cile

Diplomova prace je soucasti zdkladniho vyzkumu vyvoje imunoterapie NK bunkami
pro budouci vyuziti k doléeni minimalni rezidudlni nemoci po standardni lécbée
chemoterapii nebo radioterapii. Soucasné 1écebné postupy umoziuji eliminaci
leukemickych blastt, ale ne beze zbytku, po ukonceni 1éCby muZe piezivat az
10'° malignich elementd (Campana a Chui 1995). A pravé NK bunky by mohly
eliminovat perzistentni leukemické blasty a zabranit tak relapsu onemocnéni. Ruku
v ruce jdou vedle sebe molekularné biologické postupy se zaméfenim na sledovani
kinetiky onemocnéni a imunologické postupy, které¢ charakterizuji specifické markery
na leukemickych blastech jednotlivych subtypi leukémie. Spoleénym cilem je
specificka 1é¢ba a vyléceni pacienta (Guinn et al. 2007, van der Valden et al. 2003).

Imunitni dohled NK bun¢k je zaloZen na kiehké rovnovaze aktivacnich a inhibi¢nich
signald, které NK bunka piijimé diky interakci NK bunécnych receptorii a ptislusnych
ligandd vyjadrenych na cilovych buiikach (Yokoyama 2005). Nami sledované ligandy
jsou HLA molekuly 1. t¥idy, molekuly odvozené od HLA 1. tfidy, proteiny ULBP a
protein Hsp70. Membranové vazany protein Hsp70 piedstavuje nadorové specifickou
rozpoznavaci strukturu pro aktivacni receptory NK bun¢k (Multhoff et al. 1997). Bylo
zjisténo, ze stimulace NK bunék TKD peptidem (peptid odvozeny od Hsp70) spolecné s
IL-2 zvySuje jejich schopnost zabijet cilové nadorové buiiky s pozitivni membranovou
Hsp70 expresi (Stangl et al. 2008). U proteinu Hsp70 se ptedpoklada negativni zpétna
vazba, vzhledem ke zjisténi, Ze povrchova exprese Hsp70 je provazena Gtlumem genové
exprese u lidskych leukemickych linii (Hromadnikova et al. 2010, Sedlackova et al.
2010).
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V diplomové praci se vénujeme nasledujicim ciliim:

1. Optimalizace systému protilatek pro detekci kosaperonu HspBP1

2. Studium detekce exprese aktivac¢nich a inhibi¢nich ligandd NK bunék na
lidskych leukemickych liniich

3. Vhodnost pouziti monoklonalni protilaitky cmHsp70.1 FITC (Multimmune
GmbH, Munich, Germany) pro detekci membranové exprese Hsp70 na
leukemickych blastech v periferni krvi

4, Ovlivnéni exprese inducibilniho proteinu Hsp70 na bunééném povrchu
Vv prub¢hu zpracovani periferni krve zdravého jedince

5. Stimulace NK bun¢k IL-2 a peptidem TKD

6. Testovani NK bunééné cytotoxicity metodou cytotoxického testu zalozené¢ho na

Y . .51
uvoliiovani °*Cr
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Material a metodika

5. Vzorky

5.1. Leukemické linie

Laboratot disponuje sbirkou lidskych leukemickych linii odvozenych od pacientd s
AML, ALL a CML. Ptehled subtypi leukemickych linii uvadi tabulka 4.

Tab. 4: Prehled leukemickych linii (Drexler 2005)

Bunécna kultura

Nazev linie CCRF-CEM HL-60 Jurkat K562 OCI/AML 3 TF-1 THP-1 uoc-m1
Reference Foleyetal. Collinsetal. | Schneideret |Llozzioalozzio| Wangetal. |Kitamuraetal | Tsuchiyaetal | Allenetal
1965 1977 al. 1977 1975 1989 1989 1980 1998
Zivotni cyklus 24-30h 25-40h 25-35h 24-30h neuvedeno 70h 35-50h neuvedeno

88% RPMI 1640

88% RPMI 1640

88% RPMI 1640

88% RPMI 1640

88% RPMI 1640

88% RPMI 1640

88% RPMI 1640 +10% FCS
+10% FCS +10% FCS +10% FCS +10% FCS $1% L- +10% FCS +10% FCS
Kultivaéni +1% L +1% L +1% L +1% L B0%MEM+ | glutamin+1% |  +1%L- +1%L-
médium glutamin +1% | glutamin +1% | glutamin +1% | glutamin +1% 20% FCS penicilin- glutamin +1% | glutamin +1%
penicilin- penicilin- penicilin- penicilin- streptomycin + penicilin- penicilin-
streptomycin | streptomycin | streptomycin | streptomycin 5ng/ml GM- streptomycin | streptomycin
LCr
Klinicka data
Diagnoza T-ALL AML M2 T-ALL CML AML M4 AML M6 AML M5 AML M1
s I o o pleurdini I I
Typ tkané perifernikrev | perifernikrev | perifernikrev otek perifernikrev | kostnidfen | perifernikrev | kostnidfen
vypote
Pacient 3roky, Zena 35let, Zena 141et, muz 53let, Zena 57 let, muz 35let, muzZ 1rok, muz 68 let, muz
relaps,
Lécebny status | terminalni diagnoza 1. relaps blasticka krize diagnoza diagnoza relaps diagndza
stddium
Imunofenotyp
CD1-, CDla+, CD1-, CD2-, CD3~, [CD1+, CD2+, CD3+, |CD1-, CD2-, CD3-, |CD3-, CD4+, CD7-, [CD3-, CD4-, CD5-, [CD1-, CD2-, CD3-, |CD1a-, CD2-,
CD2-, CD3+, CD4+, CD5-, CD6~, [cyCD3+, CD4+, CD4-, CD5-, CD7-, [CD8- CD7-, CD8-, CD57-|cyCD3-, CD4+, CD3-, CD4-, CD5-,
cyCD3+, CD4+, CD7-, CD8-, CD5+, CD6+, CD7+, [CD8-, CD28-, CD7+, CD28-, CD7+, CD8-, CD56-]
D5+, CD6+, CD7+, [CD28-, CD56+,  |CD8-, CD27+, CDS6-, CD57-, CD57-, TCRap-
T/NK buriky CD8-, CD27+, CD57-, TCRaB-,  [CD28+, CD57(+), |TCRap-, TCRS-
CD28+,CDS6-,  |TCRyS- TCRaB+, cyTCRa+,
CD57-, TCRaB+, cyTCRB+, TCRyS-,
cyTCRa+, cyTCRB+, cyTCRy-
TCRyS-, cyTCRy-
CD9-, CD10-, CD10-,CD19-,  [CD9+, CD10-, B-cell CD10-, CD10-, CD19- CD10-, CD19- CD19-,CD20-,  |CD10-, CD19-,
(D19-,CD20-,  |CD20-,CD21-,  |CD19-,CD20-,  |CD19-, CD20-, CD23(+), CD24+, |CD20-, CD24+,
B buriky (D21-,CD22-,  |cD22-,CD23-,  |cD21-,CD24-,  |CD21-,CD22-, CD80-, CD86+,  |slgl-
(D23-, (D24~ CD24+,CD40-,  |CD40- CD40-, CD80+, cylg-, slg-
CD80-, CD86-, CD86-

35



5.2. Krev zdravych jedincu

Pro analyzu jsme pouzili periferni krev zdravych darci v chelatacnim ¢inidle EDTA
(kyselina ethylendiamintetraoctova). Dale jsme testovali vzorky periferni krve zdravych
darct dodavanych v antikoagulantu CPD se separovanou krevni plazmou (1 vak pro
odbér 450 ml zilni krve darce s 63 ml antikoagulacniho CPD roztoku ve sloZeni:
kyselina citronova, sodium citrat, sodium bifosfonat monohydrat, dextr6za monohydrat,
voda pro injekce). Vzorky jsme ziskali z Transfuzniho oddéleni Fakultni nemocnice
Kralovské Vinohrady. Vzorky jsme uchovavali pii 8°C a zpracovali do 24 hodin po
odbéru krve.

6. Pratokova cytometrie

Prutokova cytometrie (FACS, fluorescence-activated cell sorting) byla stézejni metodou
pro vypracovani této diplomové prace. Pouzili jsme ji pro detekci povrchovych a
intracelularnich markeri leukemickych buné€k, testech exprese proteinu Hsp70 a

stimulaci NK bunék.

Pro samotnou analyzu jsme pouzivali ptistroj FACSCalibur E4188 (Becton Dickinson
Company, San Jose, USA). Pro spravné nastaveni piistroje pied akvizici dat bylo tieba
nastavit optickou soustavu cytometru a kompenzaci. Ktomuto ucelu slouzily
monoklonalni protilatky izotypovych kontrol a povrchovych markert s vysokou expresi
na analyzovaném typu bunék. Pro rozliSeni vitalnich a mrtvych bunék jsme pouzivali
interkala¢ni barvivo 7-AAD (7-Amino-Actinomycin D; Becton Dickinson Company,
San Jose, USA) svysokou afinitou k DNA. Standardné¢ jsme nacitali 50 000 ¢astic,
které jsme nasledné analyzovali v pocitacovém programu CellQuest. VyuZivali jsme
funkce region a gate, které umoznily nezavislé zpracovani n¢kolika bunéénych subtypt

ve vzorku.

Data jsme zpracovavaliVv pocitaovém programu Microsoft Excel 2007. Oblast
negativity jsme stanovili na hranici 10% pozitivnich bunék ve vzorku (cut-off),
vychazeli jsme zprace Farkas et al. 2003 a naSich experimentt, které provedly
screening detekce membranové exprese proteinu Hsp70 na lymfocytech periferni krve
zdravych jedincd. Tento 10% cut-off byl nasledné arbitralné pouzit v dalSich studiich

stresovych markert v nasi laboratofi (Hromadnikova et al. 2010).
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7. Detekce povrchovych a intracelularnich markert u lidskych

leukemickych linii

7.1. Cil studie

Hlavnim cilem této studie byla soucasna detekce aktivacnich a inhibi¢nich ligandt
NK buné¢k na povrchu blasti u lidskych leukemickych linii odvozenych od pacientt s
AML (OCI-AML3, THP-1, TF-1, UOC-M1), T-ALL (CCRF-CEM, Jurkat) a CML
(K562). Dale jsme se vénovali detekci koSaperonu HspBP1 na povrchu buiky a
V intracelularnim prostoru. Systém primarni nekonjugované protilatky proti HspBP1
(Prof. Vince Guerriero, Univerzita v Arizon¢, Tucson, USA) a sekundarni polyklonalni
PE (fykoerytrin) konjugované IgG protilatky (Abcam, UK) nebyl zatim metodou FACS

testovan, proto studii predchazela optimalizace systému.

7.2.  Leukemické linie

Linie uskladnéné v tekutém dusiku jsme pro analyzy rozmrazili v kompletnim
kultiva¢nim médiu. Kompletni kultivaéni médium pro vSechny linie vyjma OCI/AML3
obsahuje RPMI 1640 (Cambrex Bio Sciences, Verviers, Belgie), 10% (v/v) fetalni
teleci sérum inaktivované teplem (FCS, fetal calf serum; Sigma Aldrich, Steinheim,
Némecko), 2 mM L-glutamin (Gibco, Invitrogen, USA) a antibiotika (100 U/ml
penicilin a 100 mg/ml streptomycin, Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko). Kompletni
médium pro linii TF-1 je doplnéné o 5 ng/ml ristového faktoru GM-CSF (recombinant
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor; Invitrogen, USA). U leukemické
linie OCI/AML3 je kompletni kultiva¢ni médium slozeno z média a-MEM (Gibco,
Invitrogen, USA), 20% (v/v) FCS (Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko).

Viabilitu a pocet bunék jsme urcili pomoci barveni v 0,4% trypanové modii (Sigma
Aldrich, Steinheim, Némecko), Biirkerovy pocitaci komirky a svételného mikroskopu
B-500BPH (Optika, Italie). Leukemické linie jsme dale kultivovali v inkubatoru pfi
teploté¢ 37°C v 5% atmosféfe oxidu uhli¢itého. Kompletni kultiva¢ni médium jsme
meénili 2x tydné a urcili jsme pocet bunék. Piebytecné leukemické buiilky jsme opétovne
zamrazili pro budouci pouziti v mrazici smési obsahujici 10% Dimetyl sulfoxid
(DMSO; Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko), 30% fosfatovy pufr (PBS, phosphate
buffered saline; Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko), 10% FCS (Sigma Aldrich,
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Steinheim, Némecko) a 50% bunééné suspenze v kultivaénim médiu. Abychom
minimalizovali riziko kontaminace, provadéli jsme veSkeré manipulace s leukemickymi

liniemi v laminarni boxu Safemate 1,5 (BioAir, Italie).

7.3. Optimalizace detekce koSaperonu HspBP1 pomoci pratokové
cytometrie

Systém primarni nekonjugované protilatky anti-HspBP1 (Prof. Vince Guerriero,
Univerity of Arizona, Arizona, USA,) a sekundarni polyklonalni PE konjugované 1gG
protilatky (Abcam, UK) pro detekci koSaperonu HspBP1 nebyl zatim testovan na
leukemickych buiikdch metodou FACS na povrchu buiky ani v intracelularnim
prostoru, tudiz neexistuji doporu¢end mnozstvi a koncentrace pouzivanych protilatek.
Pouze sekundarni protildtka ma vyrobcem doporucenou Sirokou skalu fedéni v rozsahu
1:50-1:200, vyrobce doporucuje optimalizaci pro pouZzivany systém. Cilem prace byla
empiricka optimalizace systému protildtek na leukemickych liniich odvozenych od

pacient s T-ALL (Jurkat) a AML (THP1) metodou FACS.
7.3.1. Prutokova cytometrie (FACS)

Protilatky

Systém detekujici HspBP1 obsahuje primarni nekonjugovanou protilatku proti
HspBP1(Prof. Vince Guerriero, Univerzita v Arizoné, Tucson, USA), kterou jsme
titrovali v koncentracich 1mg/ml, 0,1 mg/ml, 0,01 mg/ml, 0,00lmg/ml a sekundarni
polyklonalni PE konjugovanou IgG protilatku (Abcam, UK), kterou jsme nafedili
1:100 v roztoku PBS na koncentraci 0,005 mg/ml. Jako izotypovou kontrolu jsme
pouzili primarni nekonjugovanou IgG protilatku (Abcam,UK) a nasledné stejnou
sekundarni protilatku jako u HspBP1, sekundérni polyklonalni PE konjugovanou IgG
protilatku (Abcam,UK).

Jako pozitivni kontrola slouzila monoklondlni FITC konjugovanad protilatka proti
inducibilnimu proteinu Hsp70 (Multimmune GmbH, Munich, Germany), monoklonalni
PE a FITC konjugovana protilatka proti antigenu CD3 (BD Pharmingen, USA).
[zotypovymi kontrolami byli monoklonalni mysi IgG protilatky (IgG1-FITC, 19G1-PE;
BD Biosciens, USA)
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Povrchova detekce HspBP1

Vzorky obsahujici 0,3-0,5 x 10° bungk jsme promyli roztokem PBS obsahujicim
10% FCS a centrifugovali pti 300 g po dobu 5 minut pii teplot¢ 4°C. Po odsati
supernatantu jsme aplikovali primarni nekonjugovanou protilatku, nasledovala inkubace
ve tm¢ po dobu 30 minut a promyti bunééné suspenze v roztoku 10% FCS/PBS. Poté
jsme aplikovali sekundarni polyklonalni PE konjugovanou IgG protildtku se stejnou
inkubaci a promytim. Monoklonalni protilatky jsme aplikovali v prvnim nebo druhém

barvicim kroku dle aktualnich vysledkii optimalizace.

Optimalizace protokolu intracelularniho barveni

Vzorky obsahujici 0,5-1,5 x 10° bungk, jsme promyli roztokem PBS obsahujicim 10%
FCS a centrifugovali pti 300 g po dobu 5 minut pii teploté¢ 4°C. Nasledn¢ jsme
permeabilizovali buné¢nou membranu 0,5-0,0005% roztokem digitoninu (Sigma
Aldrich, Steinheim, Némecko) v pufru PBS (Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko).
Pocet bun¢k a koncentrace digitoninu zavisela na aktualnich vysledcich optimalizace.
Po promyti roztokem 10% FCS/PBS jsme aplikovali monoklonalni PE konjugovanou
protilatku CD3 (BD Pharmingen, USA). Vzorky jsme inkubovali 30 minut na ledu a ve
tmé. Po odmyti protilatky roztokem digitoninu/PBS jsme bunétnou suspenzi

resuspendovali v 500ul roztoku 10% FCS/PBS a méfili na cytometru FACSCalibur.

Intracelularni detekce HspBP1

Vzorky obsahujici 1,5 x 10° bun&k jsme promyli roztokem PBS obsahujicim 10% FCS
a centrifugovali pifi 300 g po dobu 5 minut pii teplot¢ 4°C. Nasledné jsme
permeabilizovali bunéénou membranu 0,005% roztokem digitoninu (Sigma Aldrich,
Steinheim, Némecko) v pufru PBS (Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko). Po promyti
roztokem 10% FCS/PBS jsme aplikovali primarni nekonjugovanou protilatku proti
HspBP1 (Prof. Vince Guerriero, Univerzita v Arizon¢, Tucson, USA) a inkubovali
vzorky po dobu 30 minut na ledu a ve tm¢. Nasledné jsme promyli vzorky roztokem
digitoninu/PBS. Ve druhém barvicim kroku jsme opét permeabilizovali bunétnou
membranu a aplikovali sekundarni polyklonalni PE konjugovanou IgG protilatku
(Abcam,UK). Po odmyti protilatky jsme buné¢nou suspenzi resuspendovali v 500ul
roztoku 10% FCS/PBS a méfili na cytometru FACSCalibur.
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Monoklonalni protilatky jsme aplikovali v prvnim nebo druhém barvicim kroku dle

aktualnich vysledkt optimalizace.

7.4. Detekce koSaperonu HspBP1 a proteinu Hsp70 v cytosolu
V této praci jsme se zaméfili na studium detekce koSaperonu HspBP1 a proteinu Hsp70

V intracelularnim prostoru leukemickych bunék.

7.4.1. Prutokova cytometrie

Vzorky obsahujici 1,5 x 10° bun&k jsme promyli roztokem PBS obsahujicim 10% FCS a
centrifugovali pfi 300 g po dobu 5 minut pii teplot¢ 4°C. Nasledné¢ jsme
permeabilizovali bunénou membranu 0,005% roztokem digitoninu (Sigma Aldrich,
Steinheim, Némecko) v pufru PBS (Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko) a po promyti
roztokem 10% FCS/PBS jsme aplikovali primarni nekonjugovanou protilatku proti
HspBP1 (Prof. Vince Guerriero, Univerzita v Arizoné, Tucson, USA) a inkubovali
vzorky po dobu 30 minut na ledu a ve tmé. Ve druhém barvicim kroku jsme opét
permeabilizovali bunéfnou membranu a aplikovali sekundarni polyklonalni PE
konjugovanou IgG protildtku (Abcam, Spojené kralovstvi Velké Britanie a Irska).
Separatné ale paralelné¢ jsme dale pracovali s protilatkou proti inducibilnimu proteinu
Hsp70 (Multimmune GmbH, Munich, Germany), kterou jsme aplikovali ve druhém
barvicim kroku. Buiiky jsme inkubovali 30 minut na ledu a ve tmé a nasledné promyli
pufrem PBS obsahujicim 10% FCS. Po nafedéni bunécné suspenze jsme vzorky

analyzovali na cytometru FACS Calibur.

7.5. Detekce exprese povrchovych markert

V této praci jsme se zaméfili na studium detekce povrchovych markertt u lidskych
leukemickych linii odvozenych od pacienti s AML, T-ALL a CML. Jednalo se o
aktivacni ligandy NK bun¢k: MIC-A, MIC-A/B, ULBP-1,-2,-3,-4 a inhibi¢ni ligand
NK buné¢k: HLA-E. Dale jsme studovali expresi inducibilniho proteinu HSP70 a
koSaperonu HspBP1.

7.5.1. Pratokova cytometrie

Barveni monoklonalnimi konjugovanymi protilatkami

Vzorky obsahujici 0,3-0,5 x 10° bundk jsme promyli roztokem PBS obsahujicim

10% FCS a centrifugovali pii 300 g po dobu 5 minut pii teploté 4°C. Supernatant jsme
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odsali a na peletu aplikovali monoklonalni PE konjugované protilatky anti-MIC-A,
-MIC-A/B, -ULBP2 (R&D systems, Minneapolis, USA) a anti-HLA-E (eBioscience,
San Diego, USA), z monoklonalnich FITC konjugovanych protilatek jsme pouzili
protilatku proti inducibilnimu proteinu cmHsp70.1 (Multimmune GmbH, Munich,
Germany) a Hsp70 (SPA810) (Stressgen Biotechnologies Corporation, Victoria,
Kanada). Pro nastaveni cytometru jsme pouzili ke kompenzaci monoklonalni PE a FITC
konjugovanou protilatku anti-CD45 (Becton Dickinson, San Jose, USA) a izotypové
kontroly monoklonalni mysi IgG protilatky (IgGl FITC, IgGl PE, IgG2a PE a
IgG2b PE; BD Biosciens, USA). Protilatky jsme inkubovali 30 minut na ledu a ve tm¢,
nasledné promyli roztokem PBS obsahujicim 10% FCS a centrifugovali pii 300 g po
dobu 5 minut pfi teploté 4°C. Po odséati supernatantu jsme vzorek resuspendovaly v PBS

a méfili na pfistroji FACSCalibur.

Barveni primarnimi nekonjugovanymi protilatkami a sekundarni PE
konjugovanou IgG protilatkou

Systém pro detekci povrchové exprese proteint ULBP-1, ULBP-3, ULBP-4 je slozen
z primarni nekonjugované protilatky anti-ULBP1, -ULBP3, ULBP4 (Amgen Inc.,
California, USA)' a sekundarni PE kojugované IgG protilitky (R&D systems,
Minneapolis, USA). Pozitivni kontrolou byla kombinace primarni nekonjugované
protilatky anti-CD45 (R&D systems, Minneapolis, USA) a sekundarni PE kojugované
IgG protilatky (R&D systems, Minneapolis, USA). Jako izotypova kontrola byla
zvolena nekonjugovana mysi IgG protilatka (MBL, Japonsko) v kombinaci se

sekundarni PE kojugovanou IgG protilatkou (R&D systems, Minneapolis, USA).

Po promyti bunék roztokem 10%FCS/PBS a odsati supernatantu jsme aplikovali
primarni nekonjugované protilatky. Vzorky jsme inkubovali 30 minut na ledu a ve tmé.
Po odmyti protilatek roztokem 10% FCS/PBS jsme aplikovali sekundarni PE
konjugovanou IgG protilatku. Vzorky jsme inkubovali 30 minut na ledu a ve tmé¢, po
odmyti protilatek jsme vzorek resusupendovali v 10%FCS/PBS a méfili na pfistroji

FACSCalibur.

! Protilatky proti ULBP-1, ULBP-3, ULBP-4 byly ziskany darem v ramci kontraktu
Master materials and funding agreement (200904553) ze dne 17.4.2009 mezi
3. lékarskou fakultou Univerzity Karlovy a firmou Amgen Inc., California, USA.
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8. Detekce membranové exprese Hsp70 na bunkach lidské
leukémie ve smési s periferni krvi s vyuzitim monoklonalni
protilatky cmHsp70.1 FITC

8.1. Material

Studii jsme provedli na periferni krvi zdravych darci v nesrazlivém cinidle EDTA
uchovavané pii 8°C a lidské leukemické linii odvozené od pacientd s AML (UoC-M1) a
T-ALL (Jurkat). Linie uskladnéné v tekutém dusiku jsme pro analyzu rozmrazili
Vv kompletnim kultivaénim médiu. Kompletni kultivacni médium obsahuje RPMI 1640
(Cambrex Bio Sciences, Verviers, Belgie), 10% FCS (Sigma Aldrich, Steinheim,
Némecko), 2 mM L-glutamin (Gibco, Invitrogen, USA) a antibiotika (100 U/ml
penicilin a 100 mg/ml streptomycin, Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko). Leukemické
linie jsme kultivovali v inkubatoru pii teploté 37°C v 5% atmosféie oxidu uhli¢itého.
Kompletni kultiva¢ni médium jsme ménili 2x tydné€. Abychom minimalizovali riziko
kontaminace, provadéli jsme veSkeré manipulace s leukemickymi liniemi v laminarni

boxu Safemate 1,5 (BioAir, Italie).

8.2. Smés plné krve zdravého jedince a lidské leukemické linie
odvozené od AML, T-ALL

Podle standardniho protokolu jsme pouzili objem 100 pl plné krve na testovany vzorek
bez ptfidani bunck leukemické linie. Ve smési jsme pouzili 100ul periferni krve
s pfidanim bunék leukemické linie v mnoZstvi 0,1x10° 0,5x10°, 1x10° V nasledné
analyze jsme snizili objem plné krve a ptidali konstantni mnozstvi bunék leukemické
linie, konkrétné se jednalo o hodnoty 10 ul plné krve a 0,3x10°bungk, 20 ul krve a
0,3x10°bungk, 50 ul krve a 0,3 X 10°bunék. Ve vzorku leukemickych linii bez ptidani

krve jsme pouZili vzdy mnoZstvi 0,3x10° bungk.

8.3. Pratokova cytometrie

Vzorky jsme promyli roztokem PBS obsahujicim 10% FCS a centrifugovali pti 300 g
po dobu 5 minut pifi teplot¢ 4°C. Supernatant jsme odsali a na peletu
aplikovali monoklonalni FITC konjugovanou protilatku proti inducibilnimu proteinu
Hsp70 (cm.Hsp70.1, Multimmune GmbH, Munich, Germany). Pro nastaveni cytometru

jsme pouzili ke kompenzaci monoklonalni PE a FITC konjugovanou protilatku anti-
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CDA45 (Becton Dickinson, San Jose, USA) a izotypovou kontrolu monoklonalni mysi
IgG protilatky (IgG1-FITC, 1gG1-PE; BD Biosciens, USA). Protilatky jsme inkubovali
30 minut na ledu a ve tm¢, nésledné promyli roztokem PBS obsahujicim 10% FCS a
centrifugovali pii 300 g po dobu 5 minut pii teploté 4°C. Po odsati supernatantu jsme

vzorek resuspendovali v PBS a mé&fili na piistroji FACS Calibur.

9. Ovlivhéni membranové exprese inducibilniho proteinu

Hsp70 zpracovanim biologického materialu

9.1. Material a jeho zpracovani

Zplné krve jsme izolovali mononuklearni bunky (PBMC buriky) na hustotnim
gradientu Ficollu (Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko). PBMC burky jsme dale
inkubovali pfi teploté 37°C v 5% atmosféie oxidu uhli¢itého za pouziti kompletniho
kultivaéniho média v mnozstvi na 1x10° PBMC bunék/ 1 ml média. Kultivatni médium
obsahovalo RPMI 1640 (Cambrex Bio Sciences, Verviers, Belgie), 10% FCS (Sigma
Aldrich, Steinheim, Némecko), 2 mM L-glutamin (Gibco, Invitrogen, USA) a
antibiotika (100 U/ml penicilin a 100 mg/ml streptomycin, Sigma Aldrich, Steinheim,

Némecko).

9.2. Priatokova cytometrie

Vzorky jsme analyzovali v den izolace, nasledné tieti a Ctvrty den. Vzorky obsahujici
0,3-0,5 x 10° bun&k jsme promyli roztokem PBS obsahujicim 10% FCS a centrifugovali
pii 300 g po dobu 5 minut pii teplot¢ 4°C. Supernatant jsme odsali a na peletu
aplikovali monoklonalni FITC konjugovanou protilatku cm.Hsp70.1 (Multimmune
GmbH, Munich, Germany) a anti-Hsp70 (SPA810) (Stressgen Biotechnologies
Corporation, Victoria, Kanada). Pro nastaveni cytometru jsme pouzili ke kompenzaci
monoklonalni PE a FITC konjugovanou protilaitku proti antigenu CD3 (BD
Pharmingen, USA) a izotypovou kontrolu monoklonalni mysi IgG protilatky (IgG1
FITC, IgG1 PE; BD Biosciens, USA). Protilatky jsme inkubovali 30 minut na ledu a ve
tmé, nasledné promyli roztokem PBS obsahujicim 10% FCS a centrifugovali pii 300 ¢
po dobu 5 minut pfi teploté 4°C. Po odsati supernatantu jsme vzorek resuspendovaly v
500ul PBS a méftili na ptistroji FACS Calibur.
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10. Stimulace NK bunék peptidem TKD a IL-2

10.1. Material

V nasi praci jsme pouzili periferni krev v nesrazlivém cinidle EDTA a vzorky periferni
krve zdravych darcti dodavanych v antikoagulantu po separaci krevni plazmy. Z plné
krve jsme izolovali PBMC buiky na hustotnim gradientu Ficollu (Sigma Aldrich,

Steinheim, Némecko).

10.2. Stimulace

Izolovan¢ PBMC bunky jsme dale inkubovali pii teploté 37°C v 5% atmosféfe oxidu
uhligitého za pouziti kompletniho kultivaéniho média v mnozstvi na 1x10° PBMC
bun¢k/ 1 ml média. Kultivaéni médiu obsahovalo RPMI 1640 (Cambrex Bio Sciences,
Verviers, Belgie), 10% FCS (Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko), 2 mM L-glutamin
(Gibco, Invitrogen, USA) a antibiotika (100 U/ml penicilin a 100 mg/ml streptomycin,
Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko). K médiu jsme piidali 2 ng/ml peptidu TKD nebo
100 000 1U/ml interleukinu IL-2 a kombinaci IL-2/TKD, kontrolni sadu vzorkd jsme

ponechali bez stimulace.

10.3. Pratokova cytometrie

Vzorky jsme analyzovali v rozmezi 1-5 dnii od stimulace. Vzorky s 0,5 x 10° bunk
jsme promyli roztokem PBS obsahujicim 10% FCS a centrifugovali pii 300 g po dobu
5 minut pii teploté 4°C. Supernatant jsme odsali a na peletu aplikovali monoklonalni
FITC konjugovanou protilatku anti- CD3 (BD Pharmingen, USA), -CD94 (BD
Pharmingen, USA), -CD69 (BD Bioscience, USA) a monoklonalni PE konjugované
protilatky anti-CD3 (BD Pharmingen, USA), -NKG2D (BD Pharmingen, USA), -CD56
(BD Pharmingen, USA). Pro nastaveni cytometru jsme pouzili ke kompenzaci
monoklondlni PE a FITC konjugovanou protilatku proti antigenu CD3 (BD
Pharmingen, USA) a izotypovou kontrolu monoklonalni mysi IgG protilatky (IgG1
FITC, IgG1 PE; BD Biosciens, USA). Protilatky jsme inkubovali 30 minut na ledu a ve
tmé¢, nasledné promyli roztokem PBS obsahujicim 10% FCS a centrifugovali pii 300 g
po dobu 5 minut pfi teploté¢ 4°C. Po odsati supernatantu jsme vzorek resuspendovali v

500ul PBS a méfili na piistroji FACS Calibur.
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11. Cytotoxicky test
Ve spolupraci s MUDr. Annou FiSerovou Ph.D. z Mikrobiologického tstavu Akademie
véd Ceské republiky jsme pred provedenim cytotoxického testu nejprve testovali

znacitelnost leukemickych linii radioaktivnim izotopem chromu **Cr.

11.1. Material

Vyse zminéné lidské leukemické odvozené od pacienti s AML, T-ALL a CML
uskladnéné v tekutém dusiku jsme pro analyzu rozmrazili ve vySe uvedenych
kompletnich kultivacnich médiich. Leukemické linie jsme kultivovali v inkubatoru pfi
teplot¢ 37°C v 5% atmosféfe oxidu uhli¢itého. Kompletni kultivacni médium jsme
meénili 2x tydné a urcili jsme pocet bunék. Piebytecné leukemické buiiky jsme opétovné

zamrazili pro budouci pouziti.

Cilové buiiky jsme kultivovali s radiozotopem >'Cr (Lacomed, Ceska republika), ktery
se inkorporoval do bunék. Nasledné¢ jsme na gamascintilatnim pfistroji Microbeta
Trilux (Wallac, Finland) stanovili celkové mnozstvi >'Cr v buiikach 3,5 hodiny po
aplikaci radioizotopu (H+3,5), dale maximalni rozpad bunék po piidani 10% Tritonu
X100 (Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko) a spontanni uvolnéni **Cr v H+3,5 a H+18.

Ze zjisténych hodnot jsme stanovili procento specificky uvolnéného *'Cr.
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Vysledky

12. Detekce povrchovych a intracelularnich markeri u

lidskych leukemickych linii odvozenych od pacientli s AML,
T-ALL, CML

12.1. Optimalizace protokolu pro detekci kosaperonu HspBP1
metodou FACS

Optimalizace detekce koSaperonu HspBP1 metodou FACS piredchazela studiim detekce

exprese na bunééné membrang a v intracelularnim prostoru lidskych leukemickych linii.

12.1.1. Optimalizace detekce membranové exprese kosaperonu
HspBP1
Test 1

Pro optimalizaci byla zvolena lidska leukemicka linie odvozena od pacienta s AML
(THP-1), ktera byla pfti prvni provedené analyze (D+64) negativni na HspBP1. V dal$im
testovani jsme bunky vystavili tepelnym stresovym podminkam Vv termobloku pfti
teploté 43°C po dobu 30 minut. Paralelné jsme pracovali s tepelné nestresovanymi
buiitkami. Tepelné stresované bunky mély vysSi povrchovou expresi inducibilniho
proteinu Hsp70 o 18%. Nicméné koSaperon HspBP1 nebyl detekovan v zadném vzorku.

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

linie THP-1 D+64 D+68
bez tepelného | bez tepelného el i
stresu stresu
koncentrace . . .
protilatky protilatky membranova membranova | membranova
exprese (%) exprese (%) exprese (%)
anti-HspBP1 + 1gG PE 0,001mg/ml 0,01 0,45 0,1
anti-HspBP1 + 1gG 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/mi - 19,87 36,25

D+X

den kultivace

meéreni se neprovddélo

% exprese - procento pozitivnich bunék v pruniku regiont leukemické populace a 7-AAD
negativni oblasti; cut-off 10%

Test 2

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

Paraleln¢ jsme pouzili separatni protokol pro intraceluldrni barveni leukemickych linii a

protokol povrchového barveni leukemickych linii.

Membranova exprese HspBP1 byla u linie Jurkat negativni. Mé&feni intraceluldrni
HspBP1 exprese nebylo mozné uskuteCnit, nebot dosSlo k lyze bunc€k roztokem

digitoninu, vysledky shrnuje tabulka 6.
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Tab. 6: Vysledky membranové a intracelularni exprese HspBP1 na linii Jurkat

linie Jurkat TR D+7 D+11
povrchové barveni protilatky HspBP1 exprese (%) exprese (%)
anti-HspBP1 + IgG PE 0,1 mg/ml 0,12 -
anti-CD3 FITC 91,56 -
cmHsp70.1 FITC 9,44 -
intracelularni barveni
anti-HspBP1 + IgG PE 0,1 mg/ml 0 0
anti-CD3 FITC
cmHsp70.1 FITC
pouZito 0,5x10° bunék/zkumavka
D+X den kultivace
% procento pozitivnich bunék v priniku region( leukemické

populace a 7-AAD negativni oblasti; cut-off 10%
- méreni se neprovddélo

Zaveér testu 1-2

Testované lidské leukemické linie odvozené od pacienti s AML (THP-1) a T-ALL
(Jurkat) byly negativni pfi testovani membranové exprese HspBP1l. Z divodu lyzy
bun¢k roztokem digitoninu jsme dale optimalizovali protokol pro intraceluldrni barveni,

aby bylo moZné pokrafovat v testovani systému HspBP1.

12.1.2. Optimalizace protokolu intracelularniho barveni
Test 3

Pro optimalizaci, jsme vybrali protilatku anti-CD3 PE a FITC konjugovanou (BD
Pharmingen, USA), protoze CD3 je u linie Jurkat exprimovan intracelularné (cCD3).

Optimalni koncentrace roztoku digitoninu se pohybuji mezi hodnotami 0,005-0,0005%.

v

CD3. Vyssi koncentrace digitoninu zpusobily lyzu bunék. Vysledky shrnuje tabulka 7.
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Tab. 7: Vysledky intracelularni detekce exprese antigenu CD3

linie Jurkat D+11
antigen koncentrace digitoninu intracelularni exprese (%)
CD3 0,50% lyza bunék
CD3 0,05% lyza bunék
CD3 0,005% 36,40
CD3 0,0005% 0,18
pouZito 1x1 0° bunék/zkumavka
D+X den kultivace
% (intraceluldrni exprese) procento pozitivnich bunék v regionu leukemické populace;
cut-off 10%

Test 4

Pro dal$i optimalizaci protokolu intracelularniho barveni bunék pro pritokovou
cytometrii jsme pouzili 0,01%, 0,005 % a 0,001% roztok digitoninu. U povrchového
barveni jsme zaznamenali shodné vysledky u vSech tfech vzorkid, V nasledné
intracelularni  detekci S permeabilizaci membrany roztokem digitoninu jsme
zaznamenali srovnatelné vysledky detekce exprese antigenu CD3 u 0,01% (53,16%) a
0,005% (52,69%) roztoku digitoninu. Vysledky shrnuje tabulka 8.

Tab. 8: Vysledky membranové a intraceluldrni detekce exprese antigenu CD3

Linie D+13 D+13
Jurkat
antigen koncentrace digitoninu | membranova exprese (%) | intracelularni exprese (%)
CD3 0,01% 37,87 53,16
CD3 0,005% 38,96 52,69
CD3 0,001% 38,16 25,6

pouZito 1x10° bunék/zkumavka

D+X den kultivace
% exprese - procento pozitivnich bunék regionu leukemické populace u intraceluldrni exprese

nebo priiniku regiont leukemické populace a 7-AAD negativni oblasti u membrdnové exprese;
cut-off 10%

49




Test5

Pti kombinovaném protokolu povrchového a intracelularniho barveni v jedné zkumavce
byla detekovana nizSi exprese antigenu CD3 nezli v samostatném intracelularnim

barveni. Nezaznamenali jsme rozdily pii povrchovém barveni. Vysledky shrnuje

tabulka 9.

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

intracelularni barveni

linie Jurkat D+18
koncentrace membranova exprese | intracelularni exprese
antigen digitoninu (%) (%)

kombinovany protokol

CD3 0,01% 36,15 50,18

CD3 0,005% 42,39 50,81

CD3 0,001% 36,4 31,7
intracelularni barveni

CD3 0,01% - 74,92

CD3 0,005% - 79,81

CD3 0,001% - 53,73

povrchové barveni
CD3 X 44,04 -

pouZito 1x10° bunék/zkumavka

D+X den kultivace

X povrchoveé barveni bez pfiddni roztoku digitoninu

méreni se neprovddélo

% exprese - procento pozitivnich bunék regionu leukemické populace u intraceluldrni exprese

nebo priniku regiont leukemické populace a 7-AAD negativni oblasti u membrdnové exprese;
cut-off 10%

Zaver 3-5

Pro permeabilizaci membrany pii intracelularnim barveni je optimalni 0,01%-0,005%
roztok digitoninu, niZ§i koncentrace ma za nasledek nedostatecnou permeabilizaci
membrany a vys$i koncentrace lyzuje buiiky. Nebudeme pouzivat kombinovany
protokol intracelularniho a povrchového barveni. V dalSich testech se budeme vénovat
detekci HspBP1 v intracelularnim prostoru a dle vysledkd stanovime koncentraci
roztoku digitoninu pro naslednou studii.
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12.1.3. Optimalizace intracelularni detekce kosaperonu HspBP1

Test 6

Dale jsme testovali protokol se samostatnou inkubaci protilatek anti-HspBP1, IgG PE a
anti-CD3 FITC, které vzdy predchazela inkubace bunék v 0,01% a 0,005% roztoku

digitoninu pro permeabilizaci buné¢né membrany.
Po tieti inkubaci bunék v roztoku digitoninu byly vSechny bunky lyzovany.
Zaver 6

V dalsich testech budeme pouzivat niz§i koncentraci roztoku digitoninu (0,005%),
vynechame tieti barvici krok a tedy i tfeti inkubaci bun€k v roztoku digitoninu.
Pouzijeme koncentraci protilatky anti-HspBP1 0,1 mg/ml ve vSech naslednych
analyzach. Pozitivni kontrolu pfiddme v prvnim nebo druhém barvicim kroku. Z dtivodu
pretrvavajici degradace bunck roztokem digitoninu navy$ime mnozstvi vychoziho poc¢tu

bunék na 1,5 x 10° a vynechame druhou permeabilizaci membréany roztokem digitoninu.
Test 7

Poprvé jsme detekovali pozitivni expresi u systému koSaperonu HspBP1 (12,29%)
V intracelularnim prostoru buiiky. Pfi vynechani druhého inkuba¢niho kroku roztokem
digitoninu byly nizs§i vysledky u detekce exprese u antigenu CD3 a HspBP1 byl
negativni. Vysledky shrnuje tabulka 10.

Tab. 10: Vysledky soucasné intraceluldarni detekce HspBP1 a antigenu CD3 V jedné
zkumavce s vynechanim druhé inkubace v digitoninu

linie Jurkat D+24
2. inkubace roztokem
digitoninu protilatka intracelularni exprese (%)
Ano anti-HspBP1 + 1gG PE 12,29
Ano anti CD3 FITC 67,51
Ne anti-HspBP1 + 1gG PE 0,39
Ne anti CD3 FITC 57,14

pouZito 1,5x1 0° bunék/zkumavka
D+X den kultivace
% exprese - procento pozitivnich bunék regionu leukemické populace; cut-off 10%

51



Zaver [

Nelze vynechat druhou inkubaci bun¢k v roztoku digitoninu, dochazi k reparaci
plazmatické membrany. Poprvé jsme detekovali intracelularni expresi HspBP1. Dale

vyzkousime vliv tepelného Soku, ocekavame zvyseni exprese HspBP1.

12.1.4. Optimalizace intracelularni detekce kosSaperonu HspBP1,
vystaveni bunék tepelnym stresovym podminkam

Test 8

Testovali jsme ovlivnéni exprese koSaperonu HspBP1 vystavenim bunék tepelnému

Soku.

U bunck vystavenych tepelnému Soku byly detekovany vySs$i hodnoty koSaperonu
HspBP1 (56,10%) a antigenu CD3 (91,30%) nezli u nestresovanych bun¢k (HspBP1
14,30%, CD3 72,90%). Vysledky shrnuje tabulka 11.

Tab. 11: Vysledky FACS intraceluldrni detekce HspBP1 a antigenu CD3 pri vystaveni

bunéek tepelnému Soku

linie Jurkat D+25
tepelny Sok protilatka intraceluldrni exprese (%)
ano anti-HspBP1 + 1gG PE 56,1
ano anti CD3 FITC 91,3
ne anti-HspBP1 + 1gG PE 14,3
ne anti CD3 FITC 72,9

pouZito 1,5x10° bunék/zkumavka
D+X den kultivace
% exprese - procento pozitivnich bunék v regionu leukemické populace; cut-off 10%

Zaver 8

Po vystaveni buné€k tepelného Soku dochdzi k signifikantnimu zvyseni exprese HspBP1.
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12.1.5. Testovani mozné kompetice protilatek v priubéhu zpracovani
vzorku pro FACS analyzu
Test9

Testovali jsme mozné kompetice mezi primarni nekonjugovanou protilatkou anti-
HspBP1 a sekundarni PE konjugovanou IgG protilditkou pro detekci koSaperonu

HspBP1 a standardné pouzivanymi monoklonalnimi protilatkami anti-CD3.

Pti inkubaci dvou protilatek (anti-HspBP1 a anti-CD3 FITC) v prvnim barvicim kroku
byl HspBP1 negativni (5,22% s tepelnym Sokem a 3,68% bez tepeln¢ho Soku). Pii
samostatné inkubaci nekonjugované anti-HspBP1 v prvnim barvicim kroku a inkubaci
sekundarni polyklonalni protilatky IgG PE spole¢né s monoklonalni protilatkou anti-
CD3 FITC v druhém barvicim kroku jsme detekovali pozitivni expresi koSaperonu
HspBP1 (59,25% s tepelnym Sokem a 14,34% bez tepelného Soku). Potadi piidani
protilatek nemélo vliv na expresi antigenu CD3. Vysledky shrnuje tabulka 12.

Tab. 12: Vysledky intracelularni detekce po vystaveni bunék tepelnému Soku a pri

rizném usporadani inkubace protilatek

linie Jurkat D+27

tepelny Sok antigen intracelularni exprese (%)

poradi pfidani protilatek
1. barvici krok anti-HspBP1 + anti-CD3 FITC
2. barvici krok 1gG PE

ano HspBP1 5,22
ano CD3 98

ne HspBP1 3,67
ne CD3 69,65

poradi pfidani protilatek
1. barvici krok anti-HspBP1
2. barvici krok 1gG PE + anti-CD3 FITC

ano HspBP1 59,25
ano CD3 91,33
ne HspBP1 14,34
ne CD3 72,91

pouzito 1,5x106 bunék/zkumavka
D+X den kultivace
% exprese - procento pozitivnich bunék regionu leukemické populace; cut-off 10%
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Zaveér 9

Doslo ke kompetici protilatek pii intracelularnim barveni. Ovétime moznost kompetice
s dalsi monoklonalni protilatkou cmHsp70.1 FITC . Soucasn¢ se nam podaiilo

V intracelularnim prostoru detekovat pozitivni expresi HspBP1.
Test 10

Dale jsme pracovali se separatnim protokolem intraceluldrniho a povrchového barveni.
Zatadili jsme do testu kompetice protilatek dal$si primarni monoklonalni FITC

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

Intracelularné jsme detekovali expresi HspBP1 ve vSech vzorcich, ale v kombinaci
santi-CD3 jsou niz8§i vysledky nezli v kombinaci scmHsp70.1. Pii detekci
membranové exprese jsme detekovali pozitivni expresi HspBP1 u kombinace s anti-
CD3 pii tepelném Soku i bez tepelného Soku, ale negativni v kombinaci systému

HspBP1 a cmHsp70.1 bez tepelného Soku. Vysledky shrnuje tabulka 13.

Tab. 13: Vysledky FACS povrchového a intracelularniho barveni kosaperonu HspBP1

linie Jurkat D+32

tepelny intracelularni membranova

poradi pfidani protilatek sok antigen exprese (%) exprese (%)
1. anti-HspBP1 HspBP1 54,6 62,2
2.1gG PE + anti-CD3 FITC ano CD3 73,9 78,5
1. anti-HspBP1 HspBP1 99,7 0,68
2.18G PE + cmHsp70.1 FITC ano Hsp70 99,9 6,4
1. anti-HspBP1 HspBP1 43,2 17,2
2.1gG PE + anti-CD3 FITC ne CD3 82,4 69,8
1. anti-HspBP1 HspBP1 99,8 9,97
2.18G PE + cmHsp70.1 FITC ne Hsp70 100 11,5

intraceluldrni barveni: pouZito 1,5x10° bunék/zkumavka; povrchové barveni: pouZito 0,5x10°
bunék/zkumavka

D+X den kultivace

% exprese - procento pozitivnich bunék regionu leukemické populace u intraceluldrni exprese
nebo priniku regiont leukemické populace a 7-AAD negativni oblasti u membrdnové exprese;
cut-off 10%
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Zavér 10
Doslo ke kompetici protilatek v pribéhu zpracovani vzorku pro FACS analyzu.

Test 11

Z divodu kompetice monoklonalnich protilatek cmHsp70.1 FITC a anti-CD3 PE s
polyklonalni protilatkou 1gG PE vV intracelularnim prostoru jsme testovali vzajemné
ovlivnéni téchto protilatek pii povrchovém barveni. A soucasné jsme testovali

membranovou expresi HspBP1.

Pfi duplexnim barveni s HspBP1 byly hodnoty povrchové exprese inducibilniho
proteinu Hsp70 s tepelnym Sokem 49,32% a v monoplexu 63,25%. Pii duplexnim
barveni protildtkami cmHsp70.1 FITC a CD3 PE nebylo zaznamendno ovlivnéni
exprese oproti monoplexu. Membranové detekce HspBP1 v samostatné zkumavce je

negativni. Vysledky shrnuje tabulka 14.

Tab. 14: Vysledky FACS povrchového barveni

D+34
linie Jurkat membranova exprese (%)
antigen
poradi pridani protilatek s tepelnym Sokem bez tepelného Soku
1. anti-HspBP1 HspBP1 0,04 2,85
2. 1gG PE + cmHsp70.1 FITC Hsp70 49,32 31,3
1. i-HspBP1
anti-Hsp HspBP1 0,02 0,04
2.1gG 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 barveni: pouZito 0,5x10° bunék/zkumavka

D+X den kultivace
% exprese - procento pozitivnich bunék v pruniku regiont leukemické populace a 7-AAD
negativni oblasti; cut-off 10%
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Zaver 11

Z dtvodu kompetice protilatek bude v nasledné studii syst¢ém HspBP1 analyzovén bez

pridavani dalsich monoklonalnich protilatek do zkumavky.

12.1.6. Shrnuti optimalizace protokolu pro detekci koSaperonu

HspBP1 metodou FACS

Optimalizovali jsme protokol povrchového a intraceluldrniho barveni bunék PE nebo
FITC konjugovanymi protildtkami pro detekci koSaperonu HspBP1 metodou FACS.
Priméarni nekonjugovana protilatka anti-HspBP1 a sekundarni PE konjugovand IgG
protilatka jsou vhodné pro FACS detekci, nebot’ detekce v intracelularnim prostoru po

vystaveni bun¢k tepelnému Soku dosahuje exprese 100%.
V priibéhu optimalizace jsme dosli k nasledujicim zjiSténim:

e Pii intracelularnim barveni je optimalni pouziti 0,005% roztoku digitoninu pro
permeabilizaci plazmatické membrany. K lyze bun¢k dochazi pti pouziti 0,05%
roztoku digitoninu. Nedostate¢na permeabilizace membrany nastava u 0,001%
roztoku digitoninu.

e Pfi intracelularnim barveni je tfeba pouzivat 1,5X 10° bungk. Divodem je
Castecna lyza bun¢k i optimalnim 0,005% roztokem digitoninu

e Nelze pouZivat protokol intracelularniho barveni se tfemi po sobé jdoucimi
aplikacemi protilatek s pfedchazejici inkubaci bunék v roztoku digitoninu.
Bunky jsou po tfeti inkubaci roztokem digitoninu zcela lyzovany.

e Pii intracelularnim barveni nelze vynechat druhou inkubaci bunék v roztoku
digitoninu pted aplikaci sekundarni protilatky, dochazi k reparaci plazmatické
membrany.

e Po vystaveni bun€k tepelnému stresu signifikantn¢ vzrasta exprese HspBP1 a
Hsp70 v intracelularnim prostoru a V pfipadé Hsp70 také na plazmatické
membrang.

e Pii kombinovaném protokolu povrchového a intracelularni dochéazi k niz§imu
zachytu exprese antigenu CD3 v intracelularnim prostoru oproti separatnimu

intracelularnimu barveni.
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e Dochéazi ke kompetici primarni nekonjugované a sekundarni konjugované
protilatky pfi detekci HspBP1 s monoklonalnimi protilatkami cmHsp70.1 FITC
a anti-CD3 FITC pii spolecné inkubaci protilat. Ke kompetici nedochazi pii
spole¢né inkubaci dvou monoklonalnich protilatek.

e Nedetekovali jsme membranovou expresi HspBP1 pii separatnim barveni
v zadném z testl, ale pii spolecné inkubaci sekundarni polyklonalni PE
konjugované IgG protilaitky a monoklondlni FITC konjugované anti-CD3
protilatky jsme zjistili vysokou pozitivitu HspBP1 stejn¢ jako antigenu CD3.
Doslo k falesné pozitivité HspBP1.

V nasledné studii budeme pii detekci HspBP1 na membrané¢ a v intracelularnim
prostoru pracovat se separatnim, ale paralelnim barvenim bunék systémem primarni
nekonjugované anti-HspBP1 protilatky a sekundarni PE konjugované IgG protilatky.
Jako pozitivni kontrolu budeme pouzivat monoklonalni FITC konjugovanou protilatku
cmHsp70.1. Pracovni postup intracelularniho barveni je uveden v kapitole 7.4.1. Pii
membranové detekci je pracovni postup shodny se standardnim barvenim bun¢k FACS

(kap. 7.5.1).

57



12.2. Detekce kosaperonu HspBP1 a proteinu Hsp70
v intracelularnim prostoru

Vsechny testované lidské leukemické linie odvozené od pacienti s AML, T-ALL a

CML byly negativni na intracelularni detekci koSaperonu HspBP1, ale soucasné vysoce

pozitivni na inducibilni protein Hsp70 (cmHsp70.1 FITC; Multimmune GmbH,

Munich, Germany). Vysledky shrnuje obrazek 3.

Obr. 3: Detekce kosaperonu HspBP1 a proteinu Hsp70 v intraceluldrnim prostoru
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12.1. Membranova exprese kosaperonu HspBP1
Studii jsme provedli na lidskych leukemickych liniich odvozenych od pacienta s AML,

T-ALL, CML. Vsechny linie byly negativni na membranovou expresi koSaperonu

HspBP1. Vysledky shrnuje tabulka 15.

Tab. 15: Membrdnova exprese kosaperonu HspBP1

Linie AML HS&EJ’/E)Pl Linie T-ALL HS&E)’/f)Pl
0OCI/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 HS(E/E)Pl 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 HS&E/E)Pl
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 pozitivnich bunék Vv priniku regionu leukemické populace a 7-AAD
negativni oblasti; cut-off 10%

59



12.2. Membranova exprese proteinu Hsp70

V této praci jsme pouzivali monoklonalni protilatku cmHsp70.1 FITC (Multimmune
GmbH, Munich, Germany), ktera detekuje pouze inducibilni formu Hsp70 a
monoklonalni FITC konugovanou protilatku anti-Hsp70 (SPA810) (Stressgen
Biotechnologies Corporation, Victoria, Kanada), ktera také detekuje inducibilni protein
Hsp70.

U vSech lidskych leukemickych linii odvozenych od pacienti s AML, T-ALL a CML
jsme zaznamenali pozitivni vysledek membranové exprese inducibilni formy proteinu
Hsp70 pomoci protilatky emHsp70.1 FITC. Pomoci protilatky anti-Hsp70 (SPA810)
FITC (Stressgen Biotechnologies Corporation, Victoria, Kanada) jsme povrchovou
expresi proteinu Hsp70 nedetekovali u linii UoC-M1, Jurkat a CCRF-CEM., ale u linii
OCI/AML3 (hodnota 99,84%), THP-1 (pramér 99,33%) a K562 (hodnota 18,71%) byla
siln¢ pozitivni. SouCasn€ jsme u téchto linii detekovali membrdnovou expresi
inducibilniho proteinu Hsp70 i pomoci protilaitky cmHsp70.1 FITC: OCI/AML3
(pramér 54,60%), THP-1 (pramér 30,93%) a K562 (pramér 22,97%). Vysledky shrnuje
tabulka 16.
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Tab. 16. Membrdnova exprese inducibilni formy Hsp70

inducibilni | inducibilni inducibilni | inducibilni
Linie AML | Hsp70 (%) [ Hsp70 (%) | (Linie T-ALL | Hsp70 (%) | Hsp70 (%)
Hsp70 Hsp70
cmHsp70.1 | (SPA810) cmHsp70.1 (SPA810)
FITC FITC FITC 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 -
pramér 54,60 pramér 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 -
pramér 30,95 99,33 pramér 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 - pramér 22,97
pramér 66,68 0,74
TF-1
D+23 99,71 1,33
D+31 89,79 -
D+32 7,32 -
pramér 65,61

X — méreni se neprovadelo

D+X den kultivace

% - procento pozitivnich bunék v priniku regionii leukemické populace a 7-AAD

negativni oblasti; cut-off 10%
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12.3. Povrchova exprese NK bunéénych ligandi na lidskych
leukemickych linii odvozenych od AML
U linii AML jsme studovali expresi povrchovych ligandd ULBP-1, -3,-4. Ligand
ULBP-1 byl pozitivni u 3 ze 4 leukemickych linii, 14,22-57,30% bunék bylo
pozitivnich na ULBP-1 marker. Linie UOC-M1 byla negativni. Expresi ligandu
ULBP-3 jsme detekovali v rozpéti 82,48-95,65% u linie THP-1 v rtznych dnech
kultivace, niz$i mira exprese byla u linie OCI/AML3 (rozpéti 47,73-60,62%). Linie
UOC-M1 a TF-1 byly na ULBP-3 marker negativni. VSechny studované linie byly
negativni na ULBP-4 marker. Vysledky shrnuje obrazek 4. Dalsi vyse uvedené ligandy

byly studovany v pfedchozi studii nasi laboratoie (Hromadnikova et al. 2010).

12.4. Povrchova exprese NK bunéénych ligandi na lidskych
leukemickych linii odvozenych od T-ALL

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

pozitivni na aktivaéni ligandy ULBP-1, ULBP-2, MIC-A/B a inhibi¢ni ligand HLA-E.

Linie Jurkat méla u téchto ligandli celkové vysSi miru exprese nez linie CCRF-CEM.

Aktivacni ligand MIC-A byl pozitivni pouze u linie Jurkat (rozpéti 18,26-49,6%). Obé

linie byly negativni na ligandy ULBP-3 a ULBP-4. Vysledky shrnuje obrazek 5.

12.5. Povrchova exprese NK bunécénych ligandi na lidskych
leukemickych linii odvozenych od CML

Lidska leukemicka linie odvozena od CML (K562) byla pozitivni na aktiva¢ni ligandy
ULBP-1 (rozpéti 85,63-96,98%), ULBP-2 (rozpéti 61,49-75,89%), MIC-A (rozpéti
78,84-97,18%) a MIC-A/B (rozpéti 95,70-98,81%). Hrani¢nich hodnot pozitivity dosahl
ligand ULBP-4 (rozpéti 8,37-18,68%). Ligandy ULBP-3 a HLA-E byly negativni.
Vysledky shrnuje obrazek 6.
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Obr. 4: Povrchova exprese UL16 vazebnych proteini na lidskych leukemickych linii

odvozenych od pacientii s AML
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Obr. 5: Povrchova exprese NK bunécnych ligandii na lidskych leukemickych linit
odvozenych od pacientii s T-ALL
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Obr. 6: Povrchova exprese NK bunécnych ligandii na lidskych leukemickych linii
odvozenych od CML
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13. Detekce membranové exprese Hsp70 na bunkach lidské
leukémie ve smési s periferni krvi zdravého jedince

s vyuzitim monoklonalni protilatky cmHsp70.1 FITC

13.1. Membranova exprese Hsp70 v piné krvi a izolovanych PBMC
bunkach zdravého jedince

Pii testu exprese inducibilniho proteinu Hsp70 (cmHsp70.1; Multimmune GmbH,
Munich, Germany) v plné krvi a izolovanych PBMC bunkach jsme ve vzorku D+0
naméfili hodnotu 23,40% u izolovanych PBMC bunék, zatimco vzorek plné krve byl
negativni. Protilatka anti-Hsp70 (SPA810) FITC (Stressgen Biotechnologies
Corporation, Victoria, Kanada), ukazala v obou pfipadech negativni vysledek, jak u
izolovanych PBMC bunék tak u plné krve. Vysledky shrnuje obrazek 7.

Dale jsme testovali zdravé jedince a zjistovali expresi proteinu Hsp70 (cmHsp70.1;
Multimmune GmbH, Munich, Germany) na mononuklearnich buiikach v plné krvi.
Nedetekovali jsme inducibilni protein Hsp70 na bunééném povrchu lymfocyti
(maximum 2,20%) a u granulocytd (maximum 5,94%). U monocytl jsme detekovali
expresi v hodnotach 14,09%, 30,00% a jeden vysledek byl negativni. Vysledky shrnuje

obrazek 8.
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Obr. 7: Srovnani exprese inducibilniho proteinu Hsp70 na povrchu lymfocytii zdravého

darce pri pouziti dvou ruznych protilatek

g
025
>
220
215
Q
§ 10
25 B —
a 0 Z ' >
o
s < ; lymfoc
= PBMC buriky pind krev y Y
¢ (%) (%)
B cmHsp70.1 23,43 ‘ 1,02
W anti-Hsp70 (SPA810) 0,89 | 0,00

% - procento pozitivnich bunék V priniku regionii lymfocytarni subpopulace a 7-AAD

negativni oblasti; cut-of 10%

Obr. 8: Membrdnovai exprese inducibilniho proteinu Hsp70 pri pouZiti protildtky
cmHsp70.1 FITC v piné krvi zdravych jedincu
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13.2. Detekce membranové exprese Hsp70 na bunkach lidské
leukémie ve smési s periferni krvi zdravého jedince

Ve smési plné krve zdravého jedince a leukemické linie jsme nedetekovali Hsp70
membranovou pozitivitu na jinak Hsp70 vysoce positivnich leukemickych bunkéch
pomoci protilatky c¢cmHsp70.1 FITC (Multimmune GmbH, Munich, Germany).
U bunécné subpopulace monocytii a granulocytii bylo mozné detekovat expresi
inducibilniho proteinu Hsp70 v mife odpovidajici fyziologickym podminkdm. LepSich
vysledkt jsme dosahli snizenim vychoziho mnozstvi plné krve zdravého jedince. Pii
pouziti smési 10 pl plné krve a 0,3 x 10° bundk leukemické linie jsme opakovand
detekovali 13,69% povrchové exprese inducibilniho proteinu Hsp70. Vysledky shrnuje
obrazek 9 a tabulka 17.

Obr. 9: Vysledek detekce povrchové exprese proteinu Hsp70 ve smési plné krve

zdravého jedince a leukemické linie
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(A)Scattegram pilné krve a histogramy S procentudlni expresi proteinu Hsp70 u
subpopulace monocytii (30,02%) a Ilymfocyti (2,20%) (B)Scattegram a histogram
S procentualni expresi proteinu Hsp70 leukemické linie UoC-M1(84,12%) (C)
Scattegram smési plné krve s leukemickou linii UoC-M1 a histogram s procentudlni
expresi proteinu Hsp70 u linie UoC-M1 (1,90%) a u subpopulace lymfocytii (0,85%).
Zkratky: L- lymfocyty, M-monocyty, G-granulocyty, U- leukemicka linie UoC-M1
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Tab. 17: Povrchova exprese inducibilniho proteinu Hsp70 ve smési plné krve zdravého

jedince a leukemické linie

Smés plné krve s leukemickou linii Bunécné subpopulace ve smési

Lymfocyty | Monocyty | Granulocyty Linie

100 ui krve + 0,1x10° bunék linie 0,17% 12,66% 5,26% 1,97%
100 ul krve + 0,5x10° bunék linie 1,01% 27,19% 3,25% 1,73%
100 pl krve + 1x10° bunék linie 0,21% 3,81% 3,76% 0,71%
Samostna linie Jurkat 88,01%
100 pl krve + 0,1 x 10° bunék linie 0,58% X 1,81% 3,24%
100 pl krve + 0,5 x 10° bunék linie 1,09% X 7,92% 3,03%
100 pl krve + 1 x 10° bunék linie 0,81% X 8,21% 1,90%
Samostna linie UoC-M1 84,15%

10 pi krve + 0,3 x 10° bunék linie;

0, 0, o)

celkovy objem vzorku 100ul 2,64% X 11,65% 13,69%
6 7 SR

10 pl k'rve + 0,3 x 10° bunek linie; 3.10% « 15,45% 13,69%
celkovy objem vzorku 50ul
20 pl krve + 1 x 10° bunék linie; 0 0 0
celkovy objem vzorku 100pl 2,70% X 16,19% 2,32%
50 ul krve + 0,5 x 10° bunék linie; . . .
celkovy objem vzorku 100ul 1,17% X 4,98% 2,68%
Samostna linie UoC-M1 68,52%

x- bunécnad populace neni detekovatelnd, dochdzi k prekryvu regionti majoritni leukemické
linie UoC-M1 a minoritni subpopulace monocyti

% - procento pozitivnich bunék v priuniku regionit lymfocytdarni subpopulace a 7-AAD
negativni oblasti; cut-off 10%
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14. Ovlivhéni membranové exprese inducibilniho proteinu

Hsp70 zpracovanim biologického materialu

Detekovali jsme expresi inducibilni formy proteinu Hsp70 na plazmatické membrané
lymfocytlh po izolaci PBMC bunék zdravych jedincii protiladtkami cmHsp70.1 FITC
(Multimmune GmbH, Munich, Germany) a anti-Hsp70 (SPA810) FITC (Stressgen
Biotechnologies Corporation, Victoria, Kanada). Ve vSech pfipadech jsme v D+0
detekovali inducibilni formu Hsp70 (cmHsp70.1, Multimmune GmbH, Munich,
Germany)(rozpéti 23,05%-58,53%), v D+3 a D+4 doslo k vyraznému sniZeni exprese
inducibilni formy Hsp70 na 10% hranici pozitivity nebo byly vysledky negativni.
U protilatky anti-Hsp70 (SPA810) FITC (Stressgen Biotechnologies Corporation,
Victoria, Kanada) byly vysledky negativni ve vSech testech. Vysledky shrnuje
obrazek 10.

Obr. 10: Srovnani exprese inducibilniho proteinu Hsp70 vazaného na plazmatické

membrané u zdravych darcu na lymfocytech po izolaci PBMC bunék
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15. Stimulace NK bunék peptidem TKD a IL-2

Studovali jsme expresi povrchovych znakti na NK bunkach pied a po stimulaci.
Duplexnim barvenim jsme separovali T lymfocyty (CD3+) a NK bunky (CD3-). Data
jsme hodnotili dle intenzity exprese na 1 buiice (MFI, mean fluorescence intenzity) a

procentualniho zastoupeni pozitivnich bunék v gate oblasti.

U vsech testii dochazelo pii analyze ke snizeni procentudlniho zastoupeni pozitivnich
bunék v gate oblasti po stimulaci bun¢k IL-2 a IL-2/TKD. U nestimulovanych bunék a u
bun¢k stimulovanych peptidem TKD k tomuto jevu nedoslo. Vysledky shrnuje tabulka
18.

K nartistu MFI dochazi po stimulaci NK bun¢k 1L-2 a IL-2/TKD, ale v D+4 jiz dochazi
k poklesu MFI. Samostatna aplikace interleukinu IL-2 stimulovala nartst povrchové
denzity NK receptorti, ale méné nez v kombinaci s peptidem TKD. Stimulace bunék
peptidem TKD bez interleukinu IL-2 neméla vliv na zvySeni exprese markert
NK bun¢k ve vSech ptipadech. Nejvétsi narist MFI jsme opakované zaznamenali U
receptoru CD56 NK bunék. V Zadném testu jsme nedetekovali narist MFI u receptoru
NKG2D, ale dochazelo k naristu MFI v kombinaci CD3-/NKG2D+. Vysledky shrnuje
tabulka 19, tato studie byla provedena ve spolupraci s Ing. Lucii Sedlackovou, Ph.D.

Nasledné jsme testovali vliv riznych koncentraci IL-2 na bunéfnou populaci ve
24 hodinovych cyklech po dobu ¢étyfech dnit u PBMC bunék izolovanych z plné krve
V nesrazlivém ¢inidle EDTA. U niZ8i koncentrace 50 IU/ml IL-2 jsme sledovali vyssi
procentudlni zastoupeni NK bunék v gate oblasti a stejné hodnoty MFI u nizsi 50 IU/ml

i vy$8i 100 IU/ml koncentrace IL-2. Souhrnné vysledky v tabulka 20.

Nyni probihaji dalsi testy a hleda se optimalni koncentrace IL-2 a doba stimulace
NK bun¢k.

71



Tab. 18: Vysledky procentudlniho zastoupeni pozitivnich stimulovanych NK bunek
interleukinem IL-2 a peptidem TKD

den kulti- CD3-/ CD3-/ CD3-/ | CD69+/
vace stimulace CD 56+ CD9%4+ | NKG2D+ | CD69+ CD56+ CD9%4+ | NKG2D+ | CD56+
% % % % % % % %
Izolace PBMC z plné krve zdravého darce (EDTA)
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 - -
Izolace PBMC z plné krve zdravého darce po separaci plazmy (antikolagulant)
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 -
Izolace PBMC z pIné krve zdravého darce po separaci plazmy (antikolagulant)
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
Izolace PBMC z plné krve zdravého darce po separaci plazmy (antikolagulant)
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
Izolace PBMC z pIné krve zdravého darce (EDTA)
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 517 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

% procentualni zastoupeni bunék v PBL populaci
- méreni se neprovadélo
D+X  denod podénill-2aTKD

N nestimulované burky
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Tab. 19: Vysledky MFI stimulace NK bunék interleukinem IL-2 a peptidem TKD

den kulti- CD3-/ CD3-/ | CD3-/ | CD69+/
vace |[stimulace| CD56+ | CD94+ |NKG2D+| CD69+ | CD56+ | CD94+ (NKG2D+| CD56+
MFI MFI MFI MFI MFI MFI MFI MFI
Izolace PBMC z pIné krve zdravého darce (EDTA)
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 -
Izolace PBMC z pIné krve zdravého darce po separaci plazmy (antikolagulant)
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 -
Izolace PBMC z pIné krve zdravého darce po separaci plazmy (antikolagulant)
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
Izolace PBMC z pIné krve zdravého darce po separaci plazmy (antikolagulant)
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
Izolace PBMC z pIné krve zdravého darce (EDTA)
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  stfedniintenzita fluorescence (mean fluorescence intenzity)
- méreni se neprovddélo
D+X  den od poddnilIL-2 a TKD
N nestimulované buriky
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Tab. 20: Vysledky MFI a procentudlniho zastoupeni pozitivnich stimulovanych
NK bunek IL-2 V riznych koncentracich z izolovanych PBMC bunék piné krve (EDTA) u

zdravého jedince
de:at:'“' I CD 56+ NKG2D+ CD6%+ | CD3-/CD56+ |CD3-/ NKG2D+| CD69+/ CD56+
% % % % % %
den1 N 10,36 36,43 4,45 852 9,37 1,32
denl | IL-2501U/ml 622 2887 11,26 3,67 3,85 355
denl | 1L-21001U/ml 5,75 2834 14,45 3,68 362 4,54
den2 N 11,30 2,15 477 628 5,31 1,58
den2 | I1L-2501U/ml 6,46 28,64 14,51 34 39 522
den2 | 1L1-21001U/ml 5,50 27,41 15,31 2,57 2,9 4,74
den3 N 825 34,57 3,77 5,93 7,07 1,09
den3 | IL-2501U/ml 3,86 29,11 12,99 2,15 1,81 317
den3 | IL-21001U/ml 3,51 2852 15,75 1,46 1,58 2,93
de:a'i:'ti' ST CD 56+ NKG2D+ CD6%+ | CD3-/CD56+ |CD3-/ NKG2D+| CD69+/ CDS6+
MF| MF| MF| MF| MF| MF|
den1 N 120,79 59,35 18,94 239,11 56,75 99,15
denl | IL2501U/ml | 224,68 53,28 28,90 348,94 102,56 141,27
denl | 1L:21001U/ml | 139,49 67,32 34,29 380,59 141,09 148,35
den2 N 99,10 51,86 19,11 184,63 55,40 92,53
den2 | IL2501U/ml | 177,83 53,28 39,95 497,73 107,70 193,67
den2 | IL21001U/ml | 174,66 56,23 433 497,71 121,32 197,58
den3 N 82,79 78 44 19,46 154,30 94,41 80,20
den3 | IL2501U/ml | 152,61 79,15 37,86 41472 15426 181,13
den3 | 1L21001U/ml | 11548 69,78 37,18 315,99 134,19 157,00
MEFI  stfedniintenzita fluorescence (mean fluorescence intenzity)

%

D+X  denod poddnilL-2

procentudlni zastoupeni bunék v PBL populaci
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16. Cytotoxicky test

U testovanych leukemickych linii jsme detekovali nizké procento spontanniho rozpadu

bundk po 18 hodinich od ptidani *Cr (minimum 6,39 cpm UoC-M1, maximum

20,32 cpm TF-1). Souhrnné vysledky jsou v tabulce 21. Leukemické linie jsou

znacitelné izotopem ICr a tudiz pouzitelné pro testovani NK bunétné cytotoxicity

. r v r v r 51 ;o r
metodou cytotoxického testu zalozen¢ho na uvolilovani “"Cr. Testovani probihalo ve

spolupraci s MUDr. A. FiSerovou.

Tab. 21 Cytotoxicky test

2 A1l Procento
celkové maximalni rozpad spontanni spontanniho
Leukemické | mnozstvi>'Cr| bunék po pfidani pontany P
e -y : uvolnéni > Cr rozpadu
linie v burnikach 10% tritonu X100 "
H+3,5(cpm) (com) (cpm) bunék 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 24728 719 146 20,32
UoC-M1 1029,6 203 13 6,39
K 562 (MBU) 1952,8 551 107 19,35

cpm - count per minute

H+X hodina od aplikace >'Cr
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Diskuze

Kazdéd buiika lidského téla exprimuje na svém povrchu mnozstvi proteind, nckteré
Z nich jsou ligandy pro aktivacni a inhibi¢ni receptory NK bunck, které nasledné pfi
pievaze pozitivniho signalu lyzuji cilovou buiniku. Mezi ligandy se tfadi napiiklad
molekuly HLA systému a molekuly strukturné piibuzné HLA 1. tfidy, UL-16 vazebné
proteiny a protein Hsp70. Detekce povrchovych ligandli na blastech riznych subtypi
leukemii a stimulace NK bun¢k v podminkach in vitro byla hlavnim cilem této

diplomové¢ prace.

Detekce povrchovych ligandil na blastech riznych subtypt leukemickych lini navazuje
na predchozi studii nasi laboratoie (Hromadnikova et al. 2010), ktera se vénovala
detekci ligandtt NK bunék u AML (HL-60, OCI/AML3, UoC-M1, TF-1, THP-1) linii.
Vsechny testované linie subtypi AML, mimo HL-60, byly pozitivni na aktivacni
ligandy MIC-A, MIC-A/B. ULBP-2 byl rovnéz pozitivni u vsech linii s vyjimkou UoC-
M1. Vysokou povrchovou pozitivitu uvedenych aktivaénich ligandi NK bunék jsme
detekovali ve vysledcich diplomové prace u linii T-ALL (CCRF-CEM, Jurkat) a CML
(K562). U vsech leukemickych linii odvozenych od pacientd s AML, T-ALL a CML
jsme doplnili testovani dalSich ligandi (UL-16 vazebnych proteind) pro aktivacéni
receptory NK bunék. Zjistili jsme pozitivni expresi ULPB-1 (OCI/AML3, TF-1, THP-1,
Jurkat, K562), ULBP-3 (OCI/AML3, THP-1) a negativni expresi ULBP-4 u vSech
testovanych linii (pouze K562 byla na 10% hranici pozitivity).

Ziskana data jsou v rozporu s ¢asti prace Pende et al. z roku 2002, ktery nedetekoval u
leukemické linie Mono Mac 6 odvozené z pacienta s AML M5 a u derivovanych
leukemickych bunék z periferni krve pacientt s AML (dle FAB M3, M5, M7)
povrchovou expresi ULBP-1, ULBP-2, ULBP-3, MIC-A. FAB klasifikaci M5 odpovida
nami pouzivana linie THP-1 (pozitivni ULBP-1 a vysoce pozitivni ULBP-3). Cést prace
tykajici se leukemické linie T-ALL (CCRF-CEM) je zcela ve shod¢ s nasimi vysledky,
taktéz detekoval pozitivni ULBP-1,-2 a negativni ULBP-3 a MIC-A.

Vysledky u linie CML (K562) jsme porovnali s praci O’Neill et al.z roku 2005, jenz ve

sveé praci rovnéZ testovala linii K562. Ve shod¢ jsou pozitivni vysledky exprese liganda
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ULBP-1, ULBP-2, MIC-A+, MIC-B+. Rozdilny vysledek je u ligandu ULBP-3, kde

jsme nedetekovali expresi na rozdil od O Neill.

Rozporuplna jsou data ohledn¢ proteini ULBP u zdravych jedinct. V praci Cosman et
al. 2001 byly nalezené transkripty proteini ULBP, ale na povrchu bunky nebyly
exprimovany.V praci Nowbakhth et al. 2005 byla detekovana silna exprese proteini
ULBP na B bunkéch, ale ne na T bunikach a NK bunikéch. Autor zaroven upozoriuje, Ze
exprese ULBP je ovlivnéna zpisobem zpracovnani vstupniho materidlu a exprese
ULBP-1 je zvysSena po inkubaci s rtistovym faktorem GM-CSF, ktery jsme pouzivali u
linie TF-1. Tato fakta by bylo vhodné ovéfit v dal$i studii na materialu ziskaném od
pacientli pfisluSnymi subtypy leukémii a zdravych jedincich. Ziskand data by se
nasledné porovnala, abychom zjistili, zda je ndmi zachycena pozitivini exprese proteinil
ULBP u leukemickych liniich odvozenych od pacientl s leukémii vyznamné rozdilna
od zdravych kontrol. Z publikovanych dat (Sedlackova et al. 2010, Nowbakht et al.
2005) a vysledkd diplomové prace dale vyplyva, ze je nutné brat v potaz narlst

stresovych markeri na bunikéch po jejich laboratornim zpracovani.

V dalsi ¢asti prace jsme se vénovali povrchové detekci inducibilniho proteinu Hsp70
pomoci protilatky cmHSP70.1 FITC (Multimmune GmbH, Munich, Germany). Protein
je ligandem pro aktivaéni receptory NK bunék (NKG2D), ale soucasné pozitivni
exprese u pacientli s malignimi chorobami koreluje se Spatnou progndézou a horsi
odpovédi na chemoterapeutickou 1é¢bu (Vargas-Roig et al.1998, Gehrmann et al.
2004). V souladu s vysledky ptedchozich studii nasi laboratofe (Hromadnikova et al.
2010; Hromadnikova a Sedlackova 2008) a studii pracovni skupiny profesorky
Multhoff (1995, 1997) jsme detekovali expresi inducibilniho proteinu Hsp70 na
plazmatické membrané vsSech testovanych leukemickych linii. Pomoci anti-Hsp70
protilatky (cmHsp70.1 FITC; Multimmune GmbH, Munich, Germany) jsme
membranovou expresi inducibilni formy proteinu Hsp70 detekovali u linii UoC-M1,
TF-1, Jurkat a CCRF-CEM. U dalsich linii (THP-1, K562, OCI/AML3) jsme detekovali
membranovou expresi Hsp70 pomoci obou protilatek - cmHsp70.1 FITC (Multimmune
GmbH, Munich, Germany) a anti-Hsp70 (SPA810) FITC (Stressgen Biotechnologies

Corporation, Victoria, Kanada)
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Vysledna exprese proteinu Hsp70 nami testovanych linii byla niz§i nezli v praci
(Hromadnikova et al. 2010) v¢etné opakované testovanych AML linii. Vysledek mutze
byt ovlivnén novou Sarzi protilatky, kterd se mtize liSit v afinit€¢ k bunécnému povrchu.
Navic se dle nasich vysledkt protilatka cmHsp70.1 FITC, jevi jako nevhodna pro
detekci membranové exprese proteinu Hsp70 na leukemickych blastech pfitomnych ve
vzorcich plné krve, coz je znaén¢ omezujici faktor, jelikoz laboratorni zpracovani krve
(pt. gradientova centrifugace pifes Ficoll) ma vliv na zvySeni exprese stresovych
markert. Tato zjisténi jsou v korelaci s pfedchozimi pracemi Sedlackova et al. 2010 a
Nowbakht et al. 2005.

Protilatka cmHsp70.1 FITC neni schopna detekovat povrchovou expresi inducibilniho
proteinu Hsp70 na leukemickych bunkach ve vzorcich periferni krve za standardnich
podminek barveni (tj. pouziti 100 pl krve), pfestoze samotné blasty leukemické linie
vykazuji vysokou expresi tohoto proteinu pii paralelni analyze. Vysledky jsou
v korelaci s vysledky nasi laboratofe (Sedlackova et al. 2010), ktera se rovnéz vénovala
detekci leukemickych blastii ve vzorcich nezpracované plné krve pacientd s Cerstvou
diagndézou leukémie. Leukemické blasty detekovatelné pomoci imunofenotypizace byly
pfi barveni protildtkou cmHsp70.1 Hsp70 negativni. Na monocytech a nékdy i na
granulocytech jsme vSak protein Hsp70 detekovali i za fyziologickych podminek, tato
situace miize byt vysvétlena pritomnosti Hsp receptorti na monocytech a piipadné na
granulocytech, které vazi inducibilni formu Hsp70 z extracelularniho prostiedi. Zjisténa

data byla publikovana v ¢asopisu Tumor Biology.

U leukemickych linii je vysokd povrchova exprese proteinu Hsp70, ale tato exprese
nekoreluje s genovou expresi. Pfedpoklada se mechanizmus negativni zpétné vazby,
ktery reguluje produkci proteinu Hsp70 (Hromadnikova a Sedlackova 2008,
Hromadnikova et al. 2010).

Inhibi¢ni ucinek na protein Hsp70 ma také kosaperon HspBP1 (Raynes a Guerriero
1998). V praci Tanimury et al (2007) bylo zjisténo, Ze bunky linii nekolika subtypt
adenokarcinomii s vysokym pomérem HspBP1/Hsp70 1épe odovidaji na
chemoterapeutickou 1écbu nezli buiiky s nizkym pomérem HspBP1/Hsp70. Soucasné
byl kosaperon HspBP1 v cytosolu normalnich bunék detekovan ve vy$$i mife nezli

protein Hsp70 (Tanimura et al 2007). My jsme pracovali s lidskymi leukemickymi
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liniemi odvozenymi od pacientti s AML, T-ALL, CML. V cytosolu v§ech leukemickych
linii jsme nedetekovali koSaperon HspBP1, ale protein Hsp70 jsme detekovali ve
vysokych hodnotach ve vSech pfipadech. Na bunééném povrchu leukemickych linii
jsme taktéz nezaznamenali expresi HspBP1l. V ptfedchozi studii naSi laboratoie
zam&fené na genovou expresi HSpBP1 metodou PCR v realném cCase byla zjisténa
signifikantné vyss§i genova exprese u pacientl s leukémii a v lidskych leukemickych
liniich odvozenych od pacientii s leukemii oproti kontrolni skupiné (Sedlackova et al.
2010). Toto je prvni prace, ktera se vénovala detekci kochapeonu HspBP1 metodou
FACS na leukemickych liniich. Protilatka anti-HsSpBP1 byla ptivodné pfipravena pro
detekci HspBP1 pomoci Western blotting, nebyla nasimi zahraniénimi spolupracovniky
optimalizovana pro metodu FACS, coz mohlo ovlivnit nami ziskané vysledky i ptes

maximalni snahu o optimalizaci nami pouzivanych protokold.

V dalsi ¢asti prace jsme se vénovali stimulaci NK bunék zdravych darcia interleukinem
IL-2 a peptidem TKD odvozenym od Hsp70. Vysledky uvedené v této diplomové praci
byly pocatecnimi testy na podkladé prace Stangl et al. 2008 a cely systém prochazi nyni
optimalizaci, proto zatim nejsou vysledky srovnatelné S vychozi praci v celé Sifi.
V souladu s dfive publikovanymi daty jsou nami ziskané vysledky, které poukazuji
narst povrchové hustoty sledovanych NK markert po stimulaci IL-2/TKD a IL-2.
Samostatna aplikace peptidu TKD bunky nestimuluje.

V posledni ¢asti prace jsme zahdjili testovani pomoci cytotoxického testu s radioaktivné
znacenym °'Cr. VSechny nami testované leukemické linie jsou vhodné pro nasledné
testy cytotoxicity NK bunék. Coz je vyborny vysledek, jelikoz u mnoha cilovych bunék

vvvvv

nespecifického pozadi (Ocadlikova 2007).
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Zaver

Oproti pivodnim cilim samotné detekce inhibi¢nich a aktiva¢nich ligandi na blastech
leukemickych linii pro stimulaci NK bunék pfi in vitro testovani mozZnosti
imunoterapeutické 1écby NK buitkami u leukémie, byla prace rozsifena o dalsi studie,
které¢ souvisi se zadanym tématem. Vysledky ptredkladané prace Ize shrnout do

nasledujicich bodu:

e Popsali jsme expresi ligand na leukemickych blastech pro inhibi¢ni a aktiva¢ni
receptory NK bun¢k.

e Protilatka cmHsp70.1 FITC nedetekuje inducibilni protein Hsp70 na vzorcich
plné krve obsahujicich leukemické blasty. Laboratorni zpracovani plné krve
(izolace PBMC) ma za nasledek docasné zvySenou expresi inducibilniho
proteinu Hsp70.

e Usp&né jsme stimulovali NK buiky IL-2 a peptidem TKD. Probihaji dalsi
optimalizace.

e Leukemické linie jsou znacitelné izopotem **Cr a mohou byt nasledné testovany

V cytotoxickém testu.

Cile diplomové prace byly dosazené. Na podkladé vysledkt ziskanych pti tvorbé této
diplomové prace a predchozich studii nasi laboratofe bychom se chtéli dale vénovat in
Vvitro testovani moznosti vyuziti imunoterapeutické 1é¢by NK bunkami u akutni a

chronické myeloidni leukémie a akutni lymfoblasticka leukémie.
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